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RÉSUMÉ 
L'administration chronique de rHuEPO peut engendrer de graves effets secondaires. Une 
augmentation de l’hématocrite provoquée par la rHuEPO, en augmentant l'érythrocytose, la 
viscosité sanguine et les forces de cisaillement à la surface vasculaire, peut être responsable 
d'hypertension artérielle (HTA) et de thromboses artérielles. La présence d'une fonction 
endothéliale normale et de monoxyde d'azote (NO) peut contrer les effets délétères thrombogène 
et hypertenseur de l'EPO. Sur ces bases, nous avons étudié les effets cardiovasculaires d'une 
administration chronique de rHuEPO dans différentes situations : dans le cadre du dopage, chez 
des rats "sportifs" présentant une dysfonction endothéliale NO-dépendante induite par 
l'administration chronique de L-NAME et dans le cadre d'un traitement chez des rats urémiques 
développant une dysfonction endothéliale NO-dépendante résultante d'une néphrectomie de 5/6 
de la masse rénale. Chez nos rats entrainés, dopés et traités au L-NAME, nous avons observé une 
altération de la performance physique avec une mortalité importante (51%). Une HTA sévère 
s'est développée chez ces rats, avec des valeurs de pression artérielle (> 220 mmHg) bien plus 
élevées que celles des rats recevant le L-NAME seul, associée à une altération de la 
vasorelaxation NO-dépendante aortique (< 60%). Les rats insuffisants rénaux (IRC) ont eux aussi 
montré une augmentation de la pression artérielle et une dysfonction endothéliale en réponse à 
l'acétylcholine au niveau de l'aorte et en réponse à une élévation du flux au niveau de l'artère 
mésentérique perfusée. Ces différents paramètres ont été améliorés par l'exercice.  Les coupes de 
rein colorées au rouge Sirius ont montré une fibrose accentuée chez les rats CKD. La fibrose, la 
créatinémie et l'albuminurie ont été diminuées par l'exercice seul mais ont été aggravées chez les 
rats du groupe CKD+EPO+Ex. L'activité NADPH oxydase et l'expression des Nox4, p67phox et 
MAPK erk1/2 ont été augmentées chez les les rats CKD. L'exercice ou la rHuEPO ont prévenu 
ces augmentations. Cependant, l'activité de la NAD(P)H oxydase et l’expression des MAPK 
erk1/2 sont restées élevées dans le rein des rats CKD+EPO+Ex. Nos données suggèrent que 
l'exercice seul a un effet protecteur contre les dysfonctions vasculaire et rénale et la fibrose 
rénale. Ces effets protecteurs sont associés à une inhibition de l'activité de la NADPH oxydase et 
des voies de signalisation MAPK erk1/2. Par contre, l'exercice combiné avec le traitement 
rHuEPO, a des effets délétères sur la structure et la fonction rénale des rats CKD. Ces effets 
nocifs semblent liés à la stimulation de la NADPH oxydase et des voies de signalisation MAPK 
erk1/2. Malgré les effets protecteurs cardiovasculaire et rénal de l'entraînement physique, ces 
résultats mettent en évidence que la fonction rénale peut être potentiellement endommagée ainsi 
que la structure du rein en combinant l'exercice avec le traitement rHuEPO dans l'insuffisance 
rénale. En conclusion, nous pouvons dire que la rHuEPO affecte gravement la fonction 
cardiovasculaire du rat entraîné présentant une dysfonction endothéliale. Ce risque étant fatal, 
beaucoup de sportifs, voulant augmenter leur performance, mettent leur vie en danger. Par 
ailleurs, ayant remarqué les effets délétères au niveau rénal, en associant exercice et traitement 
rHuEPO dans des conditions expérimentales sur un modèle d'insuffisance rénale, nous suggérons 
une investigation clinique afin de vérifier la transposition de nos résultats aux patients insuffisants 
rénaux. 
 
 
Mots-clés : Erythropoïétine, Dysfonction endothéliale, Exercice, Dopage, Insuffisance rénale 
chronique, Stress oxydatif 
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ABSTRACT 
The chronic administration of rHuEPO can engender side effects. An increase of the hematocrit 
induced by rHuEPO, by increasing the erythrocytosis, the blood viscosity and the shear stress on 
vascular surface, can be responsible of arterial high blood pressure and arterial thrombosis. The 
presence of a normal endothelial function and nitric oxide (NO) can counter the noxious effects 
of rHuEPO. On these bases, we studied the cardiovascular effects of a chronic administration of 
rHuEPO in various frames: within doping field, to trained rats with L-NAME-induced NO-
dependent endothelial dysfunction and within the framework of a treatment, to chronic kidney 
disease (CKD) rats developing endothelial dysfunction caused by the "5/6 nephrectomy". In our 
doped rats, we observed an important mortality (51%). A severe arterial high blood pressure 
developed in these rats (> 220 mmHg) associated with an impairment of the NO-dependent 
vasorelaxation (< 60 %). CKD rats also showed an increase in blood pressure and an endothelial 
dysfunction, in response to acetylcholine in the aorta and in response to a rise in flow in perfused 
mesenteric artery. These parameters were improved by exercise. Kidney sections stained with 
Sirius red showed marked fibrosis in CKD rats. Fibrosis, creatinine and albumin were decreased 
by exercise alone but were increased in rats from the CKD + EPO + Ex group. NAD(P)H oxidase 
activity and the expression of Nox4, p67phox, and MAPK erk1/2 were increased in CKD 
rats. Exercise or rHuEPO prevented these increases. However, the NAD(P)H oxidase activity  
and the expression of MAPK erk1/2 remained high in the kidney of rats from the CKD+EPO+Ex 
group. Our data suggest that exercise alone has a protective effect against vascular and renal 
dysfunction and renal fibrosis. These protective effects are linked to the downregulation of the 
NADPH oxidase activity and MAPK erk1/2 signaling pathways. However, exercise combined 
with rHuEPO treatment has deleterious effects on kidney structure and function in CKD 
rats. These adverse effects appear to be related to the stimulation of NADPH oxidase and MAPK 
erk1/2 signaling pathways. Despite the cardiovascular and renal protective effects of physical 
training, these results highlight the potentially damaging renal function and structure by 
combining exercise with rHuEPO therapy in renal failure. In conclusion, we can say that the 
rHuEPO affects seriously cardiovascular function in trained rat with endothelial dysfunction. This 
risk being fatal, many sportsmen, looking to increase their performance, put their life in danger. 
Moreover, having noticed the deleterious effects in the kidney by combining exercise and 
rHuEPO therapy under experimental conditions on a model of renal failure, we suggest a clinical 
investigation to verify the transposition of our results to patients with renal failure.  
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Erythropoietin, Endothelial dysfunction, Exercise, Doping, Chronic kidney disease, 
Oxidative stress 
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ABBRÉVIATIONS 
ADMA : asymmetric dymethylarginine (inhibiteur endogène de la NOS) 
AMA : agence mondiale antidopage 
Ang II: angiotensine II 
ARNm: acide ribonucléique messager 
AVC : accidents vasculaires cérébraux 
BFU-E : burst-forming unit-erythroid 
BH4: tétrahydrobioptérine 
BK: bradykinine 
Ca2+: calcium 
CERA :  Continuous erythropoietin receptor activator 
CFU-E :  colony-forming unit-erythroid 
CKD : chronic kidney disease 
CRP : protéine C-réactive (C-reactive protein) 
CSA : cross-sectional area 
EDHF: facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium (Endothelial derived 
hyperpolarizing factor) 
EPO : érythropoïétine 
Erk 1/2: extracellular signal-regulated kinase 1 et 2 
ET-1: endothéline-1 
FAD : flavine adénine dinucléotide 
FMN : flavine mononucléotide 
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GMPc : guanosine monophosphate cyclique 
HDL : lipoprotéine de haute densité (High Density Lipoprotein) 
HIF-1 : facteur inductible par l’hypoxie (hypoxia-inducible factor) 
ICAM-1: molécule d’adhésion intracellulaire-1 (Intercellular adhesion molecule-1) 
IL-6: interleukine-6 
IP-3: Inositol triphosphate 
IR : Récepteur de l’insuline (Insulin receptor) 
IRC : insuffisance rénale chronique 
IRS-1: substrat du récepteur de l'insuline-1 (Insulin receptor substrate-1) 
JAK-2: Janus kinase 2 
L-NAME: N-nitro-L-arginine methyl ester 
LDL: lipoprotéine de basse densité (Low Density Lipoprotein) 
MAP kinase: Mitogen-activated protein kinase 
NADPH: nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 
NESP:  novel erythropoiesis stimulating protein 
NO: monoxyde d’azote (nitric oxide) 
NOS: NO synthase (nitric oxide synthase) 
Nox: NADPH oxydase 
PAI-l: Inhibiteur de l'activateur du plasminogène-1 (Plasminogen activator inhibitor-1) 
PGI2: prostacycline 
PI-3 kinase: phosphatidyl-inositol -3- Kinase (phosphatidylinositol 3-kinase) 
PKB/ Akt: Protéine kinase B 
PKC: protéine Kinase C 
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PKG: protéine Kinase G 
rHuEPO : érythropoïétine recombinante humaine (recombinant human erythropoietin) 
ROS: Espèces réactives de l'oxygène (reactive oxygen species) 
sGC: Guanylate cyclase soluble 
Shear stress: forces de cisaillement 
SNP: nitroprussiate de sodium (sodium nitroprusside) 
SOD: superoxyde dismutase 
SRA: système rénine-angiotensine 
SRAA : système rénine-angiotensine-aldostérone 
TBARS: thiobarbituric acid reactive substances 
TNF-α : facteur de nécrose tumorale (Tumor necrosis factor-α) 
tPA: activateur tissulaire du plasminogène (Tissue plasminogen activator) 
TXA2: thromboxane A2 
VCAM-1: molecule d’adhésion vasculaire-1 (Vascular cell adhesion molecule) 
VEGF : facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (Vascular endothelial growth 
factor) 
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L'érytropoïétine (EPO) a été le premier facteur de croissance hématopoïétique 
connu. Son existence a été démontrée par Carnot dès 1906. La synthèse rénale a été 
découverte en 1957 et le gène de la molécule identifié et cloné en 1985. L'introduction de 
l'érythropoiétine recombinante humaine (rHuEPO) en 1989, a marqué un progrès 
significatif dans le traitement de l'anémie chez les insuffisants rénaux chroniques (IRC) 
(Moreno et coll., 2000). A cette époque, les conséquences d'une augmentation de 
l'oxygénation du sang sont déjà bien connues.  
L'EPO artificielle a été largement détournée de son usage initial pour offrir aux 
sportifs une endurance à toute épreuve et des performances accrues. Avec l'étrange 
augmentation des résultats de certains athlètes, la suspicion est générale. Plusieurs décès 
suspects surviennent durant les années 1980-1990, surtout dans le monde du cyclisme 
(Eichner, 2007). La rHuEPO, administrée à des doses excessives, peut engendrer de 
graves effets secondaires. Une augmentation de l’hématocrite provoquée par la rHuEPO, 
en augmentant l'érythrocytose, la viscosité sanguine et les forces de cisaillement à la 
surface vasculaire, peut être responsable d'hypertension artérielle (HTA) et de 
thromboses artérielles : facteurs de risques responsables de nombreuses complications 
cardio-vasculaires (Eschbach et coll., 1989 ; Abramowicz, 2001). L’effet hypertenseur de 
la rHuEPO serait dû à une altération de l'homéostasie cellulaire du calcium (Schiffl et 
Lang, 1997). Cette HTA, qui s'accompagne d'une augmentation intra-cellulaire du 
calcium et d'une résistance au NO, est indépendante du niveau de l'hématocrite (Ni et 
coll., 1998). Il est aussi reconnu que l'EPO active les plaquettes, stimule la production 
endothéliale de l’endothéline-1 (ET-1) et active la vasoconstriction des catécholamines et 
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de l'angiotensine II (Smith et coll., 2003). En clinique, la rHuEPO provoque une HTA 
chez 20 à 30 % des patients souffrant d'insuffisance rénale (Maschio, 1995). Par contre, il 
a été démontré que chez des souris transgéniques surexprimant l'EPO, la pression 
artérielle était maintenue normale, malgré une érythrocytose élevée, et ces souris ne 
présentaient aucune complication cardio-vasculaire. Cette protection est due, selon les 
auteurs, à une surproduction endothéliale de monoxyde d'azote (NO) (Ruschitzka et coll., 
2000). Le NO contrôle la tonicité vasculaire (par son puissant effet vasodilatateur 
paracrine), inhibe l’adhésion des monocytes et des leucocytes à l’endothélium, inhibe 
l’agrégation plaquettaire, ce qui réduit le risque de thromboses. Grâce à ces actions, le 
NO est considéré comme une molécule anti-athérogène, anti-hypertensive et anti-
thrombotique (Moncada et coll., 1991 ; Lloyd-Jones et Bloch, 1996). En condition 
d'administration chronique de rHuEPO, la présence de NO pourrait contrer les 
effets délétères thrombogène et hypertenseur de l'EPO. 
L'insuffisance rénale chronique (IRC) est la résultante de la perte progressive des 
fonctions rénales. Elle se traduit aussi par un ensemble d'altérations biologiques 
vasculaires comme la dysfonction endothéliale, l'inflammation, la prolifération des 
cellules musculaires lisses, l'accumulation des lipides et l'activation des plaquettes. Ainsi 
l'IRC est souvent associée à une élévation du risque cardiovasculaire. L'HTA, 
l'athérosclérose et l'état urémique sont les trois principaux facteurs à l'origine de la 
plupart des décès chez les patients atteint d’IRC (Tedla et coll., 2011 ; Charney et coll., 
1993). Les mécanismes moléculaires impliqués sont probablement une stimulation du 
stress oxydant avec une biodisponibilité accrue en radicaux libres oxygénés. La pratique 
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régulière d’une activité physique améliore la fonction endothéliale, exerce un effet anti-
athérogène et, de ce fait, exerce un effet bénéfique de prévention primaire et secondaire 
du risque cardiovasculaire. Les bases moléculaires de la prévention par l'exercice ne sont 
pas connues mais quelques études suggèrent une atténuation du stress oxydant et une 
réduction des réponses vasculaires pro-inflammatoires. L'effet anti-inflammatoire de 
l'exercice a été attribué, en partie, à une baisse de la production des radicaux libres 
dérivés de l'activation de la NAD(P)H oxydase, à une baisse de l'activation de certains 
facteurs de transcription pro-inflammatoires (AP-1, NFkB) et de la production de 
certaines protéines impliquées dans le processus de l'inflammation (chémokines, 
molécules d’adhésion cellulaire "CAMs") ou de la signalisation comme les MAP kinases 
(ERK1/2, p38MAPK) et les tyrosine kinases (srt, Akt) (Adams et coll., 2005 ; De La 
Fuente et coll., 2005 ; Petersen et Pedersen, 2005). Des études fondamentales et cliniques 
ont démontré l'effet bénéfique de l'exercice physique sur la prévention et l'amélioration 
de la qualité de vie aussi bien chez des patients hémodialysés que chez l'animal en 
insuffisance rénale chronique (Goldberg et coll., 1986 ; Heifet et coll., 1987). Par contre, 
peu de données sont disponibles pour expliquer le bénéfice moléculaire 
cardiovasculaire de l'exercice sur ce modèle pathologique.  
L'anémie est une conséquence inévitable de l'IRC. La rHuEPO est couramment 
employée dans le traitement de l'anémie associée à l'IRC. Parmi les effets secondaires liés 
à l'utilisation de la rHuEPO, l'hypertension est la plus fréquente. Celle-ci apparait ou 
s'aggrave chez environ un tiers des patients (Smith et coll., 2003). Là aussi, peu de 
données sont disponibles sur les conséquences biologiques cardiovasculaires et 
rénales d'une association exercice/rHuEPO chez l'insuffisant rénal. 
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 Les données scientifiques montrent, d’une part, que la rHuEPO pourrait exercer 
des effets délétères. D’autre part, ces derniers s’opposent aux effets du NO qui, en étant 
inhibé, pourrait accentuer encore plus les effets de la rHuEPO. Un endothélium 
dysfonctionnel réagirait moins bien à l’augmentation des forces de cisaillement (lors de 
l’exercice par exemple). La présence d’une dysfonction endothéliale provoquerait une 
vasoconstriction (déséquilibre entre la production du NO et de l’ET-1). De plus, une 
augmentation du statut oxydant, résultant ou étant la cause de la dysfonction endothéliale 
(Förstermann, 2010), augmenterait le risque vasculaire. Donc, dans les conditions d’une 
combinaison d’une dysfonction endothéliale et d’un traitement rHuEPO, est-ce que 
l’exercice physique garderait les mêmes effets bénéfiques cardiovasculaires ?  
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PREMIÈRE PARTIE : L’ÉRYTHROPOÏÉTINE 
1. Présentation de l’érythropoïétine : 
1.1. Synthèse de l'EPO : 
 L'EPO est codée par un gène situé sur le chromosome 7 du génome 
humain. L'EPO contient 193 acides aminés où les 27 premiers sont clivés durant la 
sécrétion, l'hormone finale est une glycoprotéine de 34 kDa (figure 1). Au cours du 
développement fœtal et néonatal, l'EPO provient du foie (Dame et coll., 1998). Par 
contre, près de 90-95 % de l'EPO est produite dans la région corticale des reins chez 
l'adulte. Une faible quantité (5-10 %) est alors produite dans le foie et les macrophages. 
L'EPO est exprimée principalement dans les cellules interstitielles péritubulaires des reins 
(Fisher, 2003 ; Koury et coll., 1988). La sécrétion de cette hormone est influencée par les 
niveaux d'oxygénation. L'hypoxie cause une augmentation significative de la production 
de l'EPO suite à l'activation d'un facteur de transcription, le facteur inductible par 
l’hypoxie (HIF-1) (Gabrilove, 2000) (figure 2). La concentration plasmatique normale de 
l'EPO chez l'homme est de 5 à 30 mUI/ml (Erslev et coll., 1980). 
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Figure 2 : Schéma du cycle de création de l' érythropoïétine. L'hypoxie cause une augmentation 
significative de la production de l'EPO suite à l'activation du facteur de transcription HIF-1. Au 
niveau du rein, l’IRC  , l’inflammation, le cancer ou l’acidose peuvent inhiber la production de 
l’érythropoïétine. Au niveau de la moelle osseuse, les déficits en fer et vitamines B9 ou B12 
peuvent inhiber la formation d’érythrocytes.
Figure 1 : Schéma de la chaine polypeptidique de l'érythropoïétine  
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1.2. Récepteurs et mécanismes d'action : 
 Le récepteur à l'EPO appartient à la superfamille des récepteurs des tyrosines 
kinases. C’est une protéine transmembranaire de 59 kDa (Livnah et coll., 1999). Pour 
stimuler l'érythropoïèse, l'EPO produit un signal prolifératif sur les cellules précurseurs 
des globules rouges : les BFU-E (burst-forming unit-erythroid) et les CFU-E (colony-
forming unit-erythroid) (figure 3) (Sawada et coll., 1990).  
En se liant à son récepteur, l'EPO change la conformation du récepteur qui se 
dimérise entraînant l'activation et la phosphorylation de la protéine JAK-2 qui se lie au 
domaine intracellulaire du récepteur. Ensuite, JAK-2 phosphoryle le récepteur à l'EPO 
sur les résidus tyrosines du domaine intracellulaire ce qui permet à différentes molécules 
de signalisation de se lier sur ces sites tel que : STAT-5 (signal transducer and activator 
of transcription 5) et PI3-K (phosphatidyl-inositol 3-kinase). STAT-5 active la 
transcription de gènes-cibles tandis que PI3-K inhibe l'apoptose (un processus de mort 
cellulaire). Une action majeure de la liaison EPO-EPOR (récepteur à l'EPO) est 
l'augmentation des niveaux de calcium intracellulaire via IP3 (inositol 3-phosphate) 
(figure 4). Une fois que l'EPO est lié à son récepteur, 60% de l'EPO internalisée est 
relarguée tandis que 40% est dégradé au niveau intracellulaire. Par contre, il reste à 
découvrir, si in vivo, l'EPO resécrétée est actif biologiquement (Gross et Lodish, 2006). 
Les BFU-E aboutissent à la formation terminale d'hématies en 10 à 20 jours, les CFU-E 
en 5 à 8 jours. Un Proérythroblaste, à la suite de 4 mitoses, donne en moyenne 16 
hématies. L'érythroblaste acidophile qui expulse son noyau devient un réticulocyte. Le 
réticulocyte néoformé reste 48 heures dans la moelle osseuse puis traverse les sinusoïdes 
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médullaires, se retrouve dans le sang périphérique où il perd ses ribosomes en moins de 
48 heures pour devenir une hématie mature. La synthèse d'hématies est continuelle et 
harmonieuse, elle est estimée à 200 milliards par jour, elle permet le maintient des 
normes physiologiques (4 à 5 x 1012 /l chez la femme, 5 à 6 x 1012 /l chez l'homme). 
Les hématies ont une durée de vie moyenne de 120 jours (Gabrilove, 2000 ; Sawada et 
coll., 1990 ; Erslev et coll., 1980). 
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Figure 3 : Régulation de l’érythropoïèse par l’érythropoïétine (D’après Binet). Pour stimuler 
l'érythropoïèse, l'EPO produit un signal prolifératif sur les cellules précurseurs des globules 
rouges : CFU-E. Elle favorise notamment la transformation des CFU-E en proérythroblastes et la 
transformation de ces derniers en érythrocytes. De nombreux autres facteurs interviennent dans 
l'érythropoïèse. Parmis eux : les androgènes, le fer et la vitamine B6 (formation d'hémoglobine) et 
les vitamines B9 et B12 (formation d'ADN).
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Figure 4 : Diagramme simplifié de la transduction du signal induit par l'EPO en se liant sur son 
récepteur EPOR (D’après Smith et coll., 2003)
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2. L’érythropoïétine recombinante humaine : 
 L'utilisation de l'EPO recombinante humaine (rHuEPO) en thérapie, a 
révolutionné le traitement de l'anémie associée à l'insuffisance rénale chronique (Moreno 
et coll., 2000). De plus, l’EPO est utilisée dans le traitement de l’anémie associée à 
d’autres pathologies : l’infection au VIH, les patients en chimiothérapie traitant le cancer, 
ou encore pour réduire la transfusion sanguine en chirurgie.  
 Il existe de nos jours différentes formes de rHuEPO. Les époétines alpha et bêta, 
dites de 1ère génération (Eprex® : époétine alpha ; Neorecormon®, époétine bêta). Ces 
rHuEPO sont fabriquées à partir de cellules animales (ovaires de hamster chinois). Plus 
tard, une époétine delta (Dynepo®) sera commercialisée : c’est une rHuEPO issue des 
techniques recombinantes fabriquée à partir de cellules humaines tumorales (donc proche 
de l’EPO endogène). En 2001, apparaissent les rHuEPO de 2ème génération, les NESP 
(Novel Erythropoiesis Stimulating Protein) ou EPO retard. La NESP est considérée 
comme la rHuEPO la plus connue, et est connue aussi sous le nom de darbépoétine alpha 
(Aranesp®). Elle diffère de l'époétine par la substitution de cinq acides aminés 
permettant l'assemblage de cinq chaînes glycosylées au lieu de trois. Le CERA 
(Continuous erythropoietin receptor activator) est une molécule d'érythropoïétine à 
laquelle est insérée une longue chaîne protéique, doublant quasiment son poids. Sa demi-
vie est très allongée, permettant une injection mensuelle. Il existe de nombreux autres 
types en cours de développement. Une classe particulière sont les peptides mimant 
l'érythropoïétine, dont la séquence d'acides aminés n'a rien à voir avec cette dernière, et 
qui agissent sur le récepteur de l'érythropoïétine. La première molécule de ce type, appelé 
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hématide, est un oligopeptide modifié, produit par une bactérie. Son utilisation est en 
cours de test (Reichel et Gmeiner, 2010). 
 L’administration de la rHuEPO se fait par deux voies : injection sous-cutanée et 
injection intraveineuse. Concernant les doses administrées, cela dépend du type de la 
rHuEPO, de l’âge et de l’état du patient et de la maladie concernée. Dans l’étude 
d’Eschbach et coll. (1989), des patients dialysés ont reçu différentes doses de 15 à 500 
UI/kg de rHuEPO, trois fois par semaine. La réponse est plus rapide avec la plus haute 
dose (500 UI), mais une augmentation graduelle et adéquate de l’hématocrite est 
observée chez la plupart des patients prenant une dose de 50 UI/kg. Généralement, les 
praticiens sont d’accord sur une cible de 12 g/dl d’hémoglobine à atteindre. 
3. La rHuEPO dans le domaine sportif (dopage) : 
L'EPO artificielle a été largement détournée de son usage initial pour offrir aux 
sportifs une endurance à toute épreuve et des performances accrues. Avec l'étrange 
augmentation des résultats de certains athlètes, la suspicion est générale. Plusieurs décès 
suspects surviennent durant les années 1980-1990, surtout dans le monde du cyclisme 
(Eichner, 2007). Depuis, de nombreux exemples de dopage à l'EPO ont fait les gros 
titres. Nous pouvons citer l'affaire impliquant l'équipe Festina, lors du Tour de France 
1998, qui a révélé un abus généralisé d'EPO dans le cyclisme et a conduit à un 
changement drastique dans l'approche du Comité Internationale Olympique (CIO) sur le 
dopage dans le sport. Ceci a finalement mené, à la création de l'Agence Mondiale 
Antidopage (AMA).  
 Le retrait de six athlètes chinoises aux Jeux olympiques de Sydney 2000 a 
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coïncidé avec l'introduction du premier test sanguin de détection de l'EPO, alimentant les 
soupçons d'abus d'EPO comme étant la cause de leurs précédentes performances 
exceptionnelles.  
Les méthodes de détection du dopage à l'EPO comprennent 
la combinaison d'approches directes et indirectes (Delanghe et coll., 2008). La méthode 
directe, actuellement utilisée par les laboratoires antidopage accrédités par l'AMA, est 
basée sur des différences dans la structure et l'étendue de la glycosylation de la rHuEPO 
par rapport à la protéine endogène. Les différents arrangements des résidus de sucre 
présent dans les rHuEPO résultent des différences dans leurs points isoélectriques qui 
sont détectés par une méthode d'isoélectrophorèse (test IEF) (Jelkmann, 2007). Les 
méthodes indirectes incluent les changements des paramètres hématologiques de 
l'érythropoïèse, comme les taux d'hémoglobine, le pourcentage des réticulocytes et les 
concentrations sériques de l'EPO et de ces récepteurs de transfert solubles (Delanghe et 
coll., 2007). Une approche indirecte alternative est la mise en place de passeport 
hématologique de l'athlète. C'est l'établissement du profil hématologique en comparant 
les valeurs des paramètres sanguins mesurés et établir une référence historique de 
l'individu. L'Union Cycliste Internationale est devenue la première fédération sportive 
internationale à mettre en œuvre l'approche de passeport hématologique de l'athlète dans 
le cadre de ses programmes antidopages. L'application d'un profil longitudinale 
permettrait d'éliminer l'inter-variabilité observée dans la population, et pourrait aussi 
aider à éliminer les cas rapportés d'EPO indétectable qui ont été observés dans diverses 
situations. Ces cas pourraient avoir été causés par la manipulation de l'échantillon avec 
des protéases dégradant l'EPO. 
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4. Les effets de l’EPO (Bénéfices) : 
Comme nous l'avons vu précédemment, la fonction principale de l'EPO est la 
production et la maturation des lignées cellulaires qui donnent les érythrocytes. Il  existe  
aussi  des  récepteurs  à  l'EPO  au  niveau  du système cardiovasculaire, notamment au 
niveau des cardiomyocytes, des cellules musculaires lisses vasculaires et des cellules 
endothéliales (Depping et coll., 2005). Chez l'insuffisant cardiaque, le bénéfice cardiaque 
d'un traitement par l'EPO semble important : diminution de l'hypertrophie ventriculaire 
avec augmentation de la fraction d'éjection systolique (Smith et coll., 2003). Un 
traitement à long terme à l'EPO pourrait avoir un effet anti-ischémique (Bullard et 
Yellon, 2005). Sur la cellule endothéliale, l'EPO exerce un effet anti-apoptotique et 
stimule l'angiogenèse (Jacquet et coll., 2002 ; Smith et coll., 2003). Par contre, les effets 
in vitro de l’EPO sur les cellules endothéliales en culture restent discutés. En effet, 
Banerjee et coll., (2000) ont observé que le traitement de cellules endothéliales avec 
l’EPO provoque une augmentation importante du taux de eNOS, contrairement à Wang et 
Vaziri (1999), qui démontrent que l’EPO inhibe directement l’expression et l’activité de 
la eNOS et abaisse la synthèse de NO. Bien que l’EPO et son récepteur (EPOR) ne soient 
pas constitutivement exprimés dans le cerveau adulte, leur expression est induite dans des 
conditions d’hypoxie. Plusieurs travaux ont mis en évidence une production autocrine 
d’EPO non seulement par les astrocytes mais également par les neurones (Bernaudin et 
coll., 2000). Les travaux de Bernaudin et coll. (2000) ont montré que le stress hypoxique 
augmente la production d’érythropoïétine par des cellules neuronales en culture. Il a été 
également rapporté que le prétraitement par l’EPO de neurones en culture peut 
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contrecarrer la mort cellulaire induite par le glutamate. 
5. Le risque cardiovasculaire de la rHuEPO : 
 Les deux principaux effets secondaires d’une administration chronique de 
rHuEPO sont l’HTA et les risques de thromboses. Chez les sportifs, notamment les 
cyclistes, divers cas de mortalité suspecte sont apparus durant les années 1990. 
L'apparition ou l'aggravation d'une HTA est un effet secondaire constaté chez environ 
30% des patients urémiques dialysés traités par rHuEPO (Eschbach et coll., 1989). Il a 
aussi été cliniquement observé que l’administration de darbepoetin alpha (rHuEPO) à des 
patients suivant une chimiothérapie, augmente les événements thrombotiques et les 
embolies pulmonaires. De plus, la darbepoetin augmente le risque d’infarctus du 
myocarde et d’attaque d’apoplexie, tout ceci associé à une élévation rapide et accentuée 
du taux d’hémoglobine dans le sang et de la viscosité sanguine (Abramowicz, 2001). Des 
études cliniques ont démontré que l'administration de rHuEPO chez des sujets sains 
volontaires augmente la production des protéines d'adhésion endothéliales (E-sélectine, 
ICAM-1, VCAM-1) (Stohlawetz et coll., 2000). Les conséquences de cette activation 
endothéliale par la rHuEPO ne sont pas connues, mais laissent entrevoir une activation de 
la thrombogénèse et de l’athérogénèse chez des sujets à risque. 
 Il est reconnu que l'EPO active les plaquettes, stimule la production endothéliale 
de l'ET-1 et active la vasoconstriction des catécholamines et de l'angiotensine II (Smith et 
coll., 2003). L'EPO possède donc un effet hypertenseur par augmentation du tonus 
vasculaire via un effet vasoconstricteur direct sur la cellule musculaire lisse en 
augmentant le calcium libre intracellulaire (Schiffl et Lang, 1997). Ruschitzka et  coll. 
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(2000) ont produit récemment une lignée de souris transgéniques surexprimant l’EPO 
humaine avec une polyglobulie sévère. Malgré un hématocrite élevé (80%), ces souris ne 
développent pas d'HTA ou de foyers thromboemboliques. Par contre, lorsque ces souris 
sont traitées avec un inhibiteur de la NO-synthase (L-NAME), l'HTA se développe 
rapidement avec une élévation de la vasoconstriction des territoires artériolaires, se 
traduisant par une mortalité importante. L'ensemble des ces résultats suggèrent que 
l'élévation des forces de cisaillement induites par l'élévation de la viscosité chez ces 
souris stimule la production endothéliale de NO, celle-ci s'oppose à l'action 
vasoconstrictrice indirecte de l'EPO via divers facteurs (comme l'ET-1) et protège 
l'intégrité cardiovasculaire. 
 Lorsque la fonction rénale est normale, la production de NO semble être 
augmentée lors de l'administration de rHuEPO. Dans ce sens, Del Castillo et coll. (1995) 
ont demontré que la rHuEPO donnée à forte dose entraîne une augmentation de 
l'excrétion urinaire de nitrites/nitrates. Par contre, en condition d'IRC, l'administration de 
rHuEPO afin de corriger l'anémie est accompagnée d'une résistance au NO (augmentation 
des taux intracellulaires de Ca2+ et diminution de la biodisponibilité du NO) (Vaziri et 
coll., 1996). La réponse hypotensive induite par un donneur de NO est altérée chez les 
rats traités avec la rHuEPO. Ni et coll. (1998) ont également démontré chez le rat 
urémique, que la production de NO est diminuée comparativement à celle des rats 
contrôles et que le traitement à la rHuEPO maintient ces niveaux bas. Chez ces mêmes 
animaux, le taux de NO est associé à une baisse de l'expression vasculaire et rénale de la 
eNOS. Dans le même ordre d'idée, la rHuEPO diminue la production de NO ainsi que la 
eNOS dans les cellules endothéliales en culture (Wang and Vaziri 1999 ; Scalera et coll., 
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2005). En effet, la rHuEPO augmenterait l'ADMA (asymmetric dymethylarginine), un 
inhibiteur endogène de la NOS, résultant en une baisse de la synthèse de NO. 
L'augmentation d'ADMA est associée à une réduction de diméthylarginine 
diméthylaminohydrolase, l'enzyme responsable de la dégradation d'ADMA (Scalera et 
coll., 2005). Ces mécanismes peuvent expliquer en partie la résistance au NO observée 
lors de l'HTA induite par la rHuEPO en IRC. Toutefois, bien que la production de NO 
soit altérée dans ces conditions, elle demeure importante pour ralentir la progression de 
l'HTA. En effet, il a été démontré que l'inhibition chronique de synthèse du NO par le 
NG-nitro-L-arginine méthyl ester (L-NAME) entraîne une augmentation significative de 
la pression artérielle chez le rat urémique recevant également la rHuEPO 
comparativement à ceux recevant seulement le L-NAME ou la rHuEPO (Moreau et coll. 
2000). Bien qu'il existe une résistance au NO dans l'HTA induite par la rHuEPO en 
urémie, l'effet vasodilatateur du NO semble essentiel pour s'opposer aux nombreux 
facteurs vasoconstricteurs (ET-1, TXA2) qui sont augmentés (Vanhoutte, 2003). 
Lorsque le NO n'est plus sécrété, l'effet protecteur disparaît et la rHuEPO via son 
action hémodynamique directe (élévation de la viscosité) ou via son action 
vasoconstrictrice (entrée de Ca, activation de l’Ang II, production d’ET-1), pourrait 
exercer ses effets délétères sur la fonction vasculaire. C'est ce que laisse entrevoir les 
différents travaux exposé dans cette première partie. Les patients souffrant d’IRC 
présentant une dysfonction endothéliale et traités à la rHuEPO pourraient être le meilleur 
exemple de cette combinaison. La deuxième partie abordera ce sujet. 
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DEUXIÈME PARTIE : L’INSUFFISANCE RÉNALE CHRONIQUE 
1. Définition : 
 L'IRC est la résultante de la perte progressive des fonctions rénales, c'est à dire la 
réduction de la capacité des reins à assurer la filtration, l'élimination des déchets 
métaboliques, le contrôle de l'homéostasie hydrosodée et de la régulation de la pression 
artérielle. L'IRC se caractérise par une baisse importante du nombre de néphrons 
fonctionnels que les reins essaient de compenser par une hyperfiltration dans les néphrons 
fonctionnels restants. Avec le temps, l'hyperfiltration cause davantage de perte 
fonctionnelle. Cette dernière se traduit par une augmentation de la pression 
intraglomérulaire (He et coll., 2011). 
 Suite à ces changements, la perméabilité de l'endothélium des capillaires 
glomérulaires est altérée, laissant passer les protéines plasmatiques. Une fois dans le 
tubule rénal, les protéines filtrées sont réabsorbées par les cellules épithéliales et 
dégradées par les lysosomes. Toutefois, cette augmentation anormale de protéines dans 
les cellules épithéliales induit la transcription de plusieurs gènes codant pour l’expression 
protéique de plusieurs molécules vasoactives et inflammatoires. Les molécules pro-
inflammatoires (MCP-1, VCAM et ICAM-1) relâchées par les cellules tubulaires, mènent 
au recrutement interstitiel de cellules inflammatoires dont les macrophages et les 
lymphocytes T. La réponse inflammatoire est alors amplifiée, produisant davantage de 
molécules pro-inflammatoires capables de stimuler la prolifération et la migration des 
fibroblastes et l'augmentation du dépôt en matrice extracellulaire menant à la fibrose 
interstitielle (Fujiu et coll., 2011 ; Ochodnicky et coll., 2006). 
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 Comme nous l'avons dit précédemment, l'IRC était associée à un risque 
cardiovasculaire majeur, la dysfonction endothéliale. Dans le paragraphe suivant nous 
aborderons la relation entre l'IRC et la dysfonction endothéliale. 
2. La dysfonction endothéliale dans l’IRC :  
2.1. Généralités : 
 La dysfonction endothéliale est principalement caractérisée par une réduction de 
la biodisponibilité du NO, et survient souvent de façon précoce dans le développement de 
plusieurs pathologies cardiovasculaires (Raij et coll., 2006; Taddei et coll., 2003). 
 Les vaisseaux sanguins de l'organisme sont tapissés d'une seule couche de cellules 
endothéliales, qui forment l'endothélium vasculaire. Ce dernier constitue une couche 
semi-perméable entre les éléments circulant du sang et la paroi des vaisseaux sanguins. Il 
sécrète aussi des substances vasoactives (vasoconstrictrices et vasodilatatrices) qui 
permettent de maintenir un tonus vasculaire approprié. En condition physiologique 
normale, il existe un équilibre entre ces facteurs vasoactifs pour maintenir le tonus 
vasculaire. Parmi les substances vasoconstrictrices relâchées par l'endothélium, nous 
retrouvons ET-1, Ang II, le TXA2 et les radicaux libres oxygénés (ROS). Les substances 
vasodilatatrices sont représentées par le NO, la prostacycline (PGI2), le facteur 
hyperpolarisant dérivé de l’endothélium (EDHF) et la bradykinine (BK). Parmi les 
substances citées ci-dessus, le NO représente la principale substance protectrice 
synthétisée par l’endothélium (Wheatcroft et coll., 2003). En effet, au niveau de la cellule 
endothéliale, le NO inhibe la production d’ET-1, l’oxydation des LDL, l’expression de 
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molécules d’adhésion et par conséquent, l’adhésion des leucocytes (Vanhoutte, 2003). Le 
NO exerce des effets paracrines, il favorise la relaxation des fibres musculaires lisses des 
vaisseaux, inhibe l’agrégation plaquettaire, empêche la prolifération des cellules 
musculaires lisses et exerce une action anti-inflammatoire et anti-oxydante (Boulanger, 
1999 ; Kurowska, 2002; Shaul, 2002; Vanhoutte, 2003). 
 Le NO est un gaz liposoluble synthétisé par les NOS. En présence de NADPH,  
d'oxygène, de BH4, de FAD et de FMN, les NOS catalysent dans une première étape 
l’oxydation de la L-arginine en Nω-hydroxy-L-arginine. Dans une deuxième étape, la 
Nω-hydroxy-L-arginine est transformée en L-citrulline et NO. Dans la paroi vasculaire, 
le NO diffuse de l’endothélium vers la cellule musculaire lisse en traversant librement les 
membranes cellulaires. Dans les cellules musculaires lisses, le NO se lie à la guanylate 
cyclase soluble (sGC) qui produit alors de grandes quantités de GMPc. La GMPc active 
la protéine kinase G (PKG) qui, à son tour, entraîne une diminution de la concentration 
intracellulaire en calcium, induisant la vasorelaxation. 
 Comme nous l’avons mentionné précédemment, le NO est produit par la famille 
des NOS. Cette dernière comprend trois isoformes : la NOS neuronale (nNOS), la NOS 
inductible (iNOS) et la NOS endothéliale (eNOS). L'eNOS représente le principal 
isoforme impliqué dans le maintien des fonctions vasculaires. L’activité de l’enzyme 
eNOS peut être régulée par différents facteurs, notamment par des changements de la 
concentration intracellulaire de Ca2+, ce qui affecte sa liaison avec la calmoduline 
(Domenico, 2004 ; Walford et Loscalzo, 2003). En effet, il a été démontré que certains 
agonistes, comme l’acétylcholine et la bradykinine, pouvaient stimuler l'eNOS en 
augmentant les concentrations de calcium cytosolique (figure 5). La liaison de ces 
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substances vasodilatatrices à leur récepteur a pour effet d’induire une augmentation de la 
production d'IP-3. En retour, cela entraîne une augmentation de la libération du Ca2+, 
ainsi qu’une augmentation de sa liaison à la calmoduline. Le complexe ainsi formé peut 
se fixer à la protéine eNOS et ainsi augmenter son activité. D’autre part, la protéine 
eNOS peut aussi être activée par une autre voie indépendante au Ca2+ (figure 5). À cet 
égard, il a été rapporté que l’insuline pouvait agir au niveau de l’endothélium vasculaire, 
et induire la production de NO par un mécanisme indépendant du calcium (Vincent et 
coll., 2003 ; Montagnani et coll., 2001). 
 
 
 
Figure 5 : Activation de la eNOS de façon classique (dépendante du Ca2+ ) et par 
l'insuline (indépendante du Ca2+ ) (D'après Vincent et coll., 2003)
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 L’activation de l'eNOS peut également se faire par des stimuli mécaniques, 
comme les forces de cisaillement (Shear stress), qu’exerce le déplacement du sang sur la 
surface des cellules endothéliales. Ces forces orientées longitudinalement varient avec le 
débit sanguin local et les conditions d’écoulement. Les contraintes de cisaillement 
stimulent des récepteurs membranaires sensibles à l’étirement de la cellule. Ces 
mécanosenseurs ainsi activés, déclenchent des cascades complexes d’événements 
biochimiques, qui conduisent à des changements fonctionnels dans la cellule comme par 
exemple une activation de la transcription du gène codant pour la eNOS. L’induction de 
l’ARNm de la eNOS est d’autant plus importante que les forces de cisaillement sont 
importantes. Les forces de cisaillement activent la eNOS par un mécanisme calcium-
indépendant qui nécessite la phosphorylation de la eNOS (Corson et coll., 1996) (figure 
6). Cette modification post-traductionnelle survient sur le résidu sérine 1177 de l'eNOS et 
est médiée par la phosphorylation de l’Akt sur le résidu sérine 473. Il est à noter que ce 
mécanisme occupe une place cruciale dans la régulation de l'eNOS par l’exercice 
physique (Lehoux et Tedgui, 2004). 
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2.2. Dysfonction endothéliale et IRC : 
 L'IRC se traduit aussi par des altérations biologiques vasculaires comme la 
dysfonction endothéliale. Ainsi l'IRC est souvent associée à une élévation du risque 
cardiovasculaire. Cette dysfonction endothéliale se caractérise par une réduction de la 
production de vasodilatateurs comme le NO et/ou par une production excessive de 
vasoconstricteurs.  
 La fonction endothéliale est altérée chez les patients souffrant d’IRC. Ceci a été 
démontré au niveau de la microcirculation (Demuth et coll., 1998), et des grosses artères 
(Joannides et coll., 1997). Au niveau de la microcirculation cutanée, Bradley et coll. 
(1988) ont démontré une vasodilatation post-ischémique réduite chez l’insuffisant rénal. 
Figure 6 : Activation de la eNOS par les forces de cisaillement (shear stress)
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Ceci a été confirmé par Demuth et coll. (1998). Par ailleurs, il a été également démontré 
une réduction de la vasodilatation induite par la chaleur chez lez patients atteints 
d’insuffisance rénale (Wilkinson et coll., 1989).  Chez le patient IRC, l’altération de  la 
fonction endothéliale touche également les grosses artères de conductance telle l’artère 
radiale (Joannides et coll., 1997). En utilisant les méthodes d’echotracking pour mesurer 
les changements de diamètre de l’artère radiale au cours d’une ischémie provoquée, ces 
auteurs ont démontré une diminution significative de la vasodilatation post-ischémique 
chez les sujets urémiques. De même, la réponse directe de l’artère radiale à l’injection 
locale d’acétylcholine est nettement diminuée, alors que la réponse à un donneur exogène 
de NO (administration sous-linguale de glycéryl-trinitrate) provoque une réponse 
normale (Joannides et coll., 1997). Les causes de l’altération de l’endothélium ne sont pas 
claires, mais semblent être liées à l’activation chronique des cellules endothéliales, 
aboutissant à leur dysfonctionnement. Ceci est objectivé au plan biologique par 
l’augmentation des concentrations sanguines des nombreux facteurs humoraux 
synthétisés et relargués par l’endothélium tels : l’ET-1, le type 1 de l’activateur du 
plasminogène ou encore, l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène (Demuth et coll., 
1998 ; Haaber et coll., 1995 ; Gris et coll., 1994). Les altérations de la vasodilatation 
postischémique semblent étroitement liées à l’augmentation des taux circulants d’ET-1, 
suggérant fortement un lien de causalité entre la souffrance endothéliale et les troubles 
vasomoteurs chez les patients urémiques (Demuth et coll., 1998).  
Les études histologiques ont montré l’existence d’une micro-angiopathie des 
capillaires sous-épidermiques chez les patients insuffisants rénaux, caractérisée entre 
autre, par la présence d’une activation et d’une apoptose des cellules endothéliales 
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(Ichimaru et Horie, 1987). Une étude a démontré que les séances d’hémodialyse et la 
supplémentation des insuffisants rénaux par de la L-arginine améliorent la réponse 
vasculaire à l’acétylcholine, suggérant surtout la présence d’un inhibiteur de la synthèse 
du NO (Vallance et coll., 1992). Des taux élevés d’inhibiteurs de la NOS tels la 
méthylguanidine et l’ADMA sont présents chez l’insuffisant rénal, et leur épuration au 
cours de la séance de dialyse pourrait expliquer l’amélioration des fonctions endothéliales 
(Hand et coll., 1998). L’hyperhomocystéinémie observée chez le patient IRC pourrait 
aussi être une cause des altérations endothéliales. L’hyperhomocystéinémie exerce un 
effet « toxique » sur l’endothélium par la génération de radicaux oxygénés (Welch et 
Loscalzo, 1998). Néanmoins, Van Guldener et coll. (1998) n’ont pas pu démontrer, chez 
des patients en dialyse péritonéale, de lien direct entre les altérations de la vasodilatation 
endothélium-dépendante et les taux circulants d’homocystéine. Les anomalies de la 
vasodilatation endothéliale peuvent être améliorées par l’administration d’antioxydants 
(Levine et coll., 1996) et la diminution d’activité des systèmes anti-oxydants pourrait, 
chez l’insuffisant rénal, expliquer en partie la perte de fonction endothéliale. D'autre part, 
il a été observé que le sérum de sujets urémiques induisait des troubles de l’adhérence des 
cellules endothéliales à leur matrice extracellulaire, les rendant plus sensibles aux forces 
de friction entretenues par l’augmentation des flux sanguins caractéristique de l’IRC 
(Aznar-Salati et coll., 1995).  
Enfin, la perte des capacités fonctionnelles de l’endothélium s’accompagne de la 
perte de protection vis-a-vis des mécanismes biologiques inducteurs de l’athérosclérose et 
de son «accélération» si couramment observée chez les patients dialysés (London et 
Drüeke, 1995). Plus récemment, London et coll. (2004) ont montré que, sur une cohorte 
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de 78 patients insuffisants rénaux en hémodialyse suivie en moyenne pendant 60 ± 27 
mois, la diminution de la réponse vasodilatatrice à une ischémie de 5 minutes était 
associée à la mortalité globale, et ceci indépendamment de la présence de facteurs 
confondants comme l’hyperthrophie ventriculaire gauche (HVG), l’épaisseur de l’intima-
média carotidienne ou les marqueurs de l'inflammation (protéine C-réactive (CRP) ou 
hypoalbuminémie) qui lui sont associés. Enfin, il avait été montré que les microparticules 
circulantes, prélevées chez des patients coronariens, provenant de fragments de cellules 
altérées apoptotiques ou activées, pouvaient jouer un rôle dans la dysfonction 
endothéliale. Chez les patients IRC, les microparticules d’origine endothéliale, 
plaquettaire, érythrocytaire sont élevées (Amabile et coll., 2005). Le taux de 
microparticules circulantes d’origine endothéliale est corrélé à la mauvaise réponse 
vasodilatatrice constatée chez ces patients. Cet effet semble confirmé in vitro par la 
mauvaise relaxation de l’aorte de rat en réponse à l’addition d’acétylcholine en présence 
de microparticules isolées provenant de patients IRC (Amabile et coll., 2005). 
La dysfonction endothéliale est une conséquence d'une augmentation du stress 
oxydant (Thomas et coll., 2003). Ce dernier, apparaît comme étant aussi une cause 
majeure des risques vasculaires chez le patient IRC. Le paragraphe suivant traitera de la 
relation entre l'IRC et le stress oxydatif. 
3. Le stress oxydatif dans l’IRC : 
3.1. Généralités : 
 Dans les systèmes biologiques, le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre 
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de la balance oxydants/antioxydants en faveur des oxydants, entraînant des dommages 
cellulaires (Atamer et coll., 2008). Il se développe lorsque les radicaux libres (molécules 
oxydantes) sont produits plus rapidement qu'ils ne peuvent être neutralisés par les 
systèmes de défense antioxydants. Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, telles que 
la surproduction endogène d’agents pro-oxydants d’origine inflammatoire (Picchi et coll., 
2006), un déficit nutritionnel en antioxydants ou même une exposition environnementale 
à des facteurs prooxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons 
ultraviolets, pollution atmosphérique, métaux toxiques) (Moller et coll., 1996 ; Valko et 
coll., 2006; Valko et coll., 2005). 
3.1.1. Les radicaux libres : 
 Les radicaux libres sont des espèces chimiques (atomes ou molécules) possédant 
au moins un électron célibataire (ou non apparié) sur leur couche externe. Ils sont en 
général très réactifs et instables (Gilbert, 2000). Les radicaux libres impliquant un ou 
plusieurs atomes d'oxygène se nomment espèces réactives de l'oxygène (ROS). L'anion 
superoxyde (O2.-) est la forme primaire des ROS, et est formé par l'addition d'un électron 
à l'oxygène moléculaire (O2). L'anion superoxyde peut ensuite être converti en ROS 
secondaires tels que le radical hydroxyle (•OH), le radical peroxyle (ROO•) ou le 
peroxyde d'hydrogène (H2O2). Ce dernier n'étant pas un radical libre puisqu'il ne contient 
pas d'électrons non appariés, mais se révèle tout de même réactif. Les radicaux libres 
impliquant plutôt un atome d'azote se nomment espèces réactives de l'azote (RNS). Parmi 
ces molécules, il y a le monoxyde d'azote (NO•) et le péroxynitrite (ONOO-) (Tremellen, 
2008). Les radicaux libres jouent un rôle essentiel dans certaines fonctions biologiques 
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telles la phagocytose, la régulation de la croissance cellulaire et des signaux 
intercellulaires et la synthèse d'importants composés organiques (Fridovich, 1999 ; 
Ignarro, 2002 ; Lander, 1997). Cependant, en concentrations élevées, ils deviennent 
hautement cytotoxiques en engendrant diverses altérations biochimiques intracellulaires 
telles que l’oxydation de l’ADN (Dalle-Donne et coll., 2006 ; Loft et coll., 2008), des 
protéines (Davies, 2003 ; Refsgaard et coll., 2000), ou encore la peroxydation des lipides 
(Dalle-Donne et coll., 2006; Spiteller et coll., 2007). 
3.1.2. Mécanismes de production des dérivés de l’oxygène : 
 Dans la cellule, l’anion superoxyde peut être formé par différentes enzymes telles 
que la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, les cyclooxygénases, les lipoxygénases, 
l’enzyme eNOS, le cytochrome P450 et les enzymes de la chaine respiratoire 
mitochondriale (Cai et Harrison, 2000; Wassmann et coll., 2004). La contribution relative 
de chacune de ces sources au cours d’un stress oxydatif n’est pas encore tout à fait 
élucidée. Cependant, dans un contexte de maladies vasculaires, plusieurs études 
expérimentales et cliniques ont révélé que l’enzyme NADPH oxydase représente la 
principale source de production de l’anion superoxyde au niveau vasculaire, intervenant 
dans plusieurs pathologies associées à la dysfonction endothéliale comme 
l’athérosclérose, l’HTA, le diabète, l’obésité ou encore l’hypercholestérolémie (Hwang et 
coll., 2003 ; Laight et coll., 2000 ; Pierce et coll., 2009 ; Thomas et coll., 2003). 
 La NADPH oxydase est un complexe enzymatique multiprotéique constituant une 
famille d'enzymes comptant 7 membres (Nox1, Nox2, Nox3, Nox4, Nox5, Duox 1 et 2) 
(Bedard et Krause, 2007). Elles transfèrent successivement des électrons du NADPH 
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jusqu'à l'accepteur final O2, pour générer des anions superoxydes. Parmi les membres de 
cette famille, la gp91phox (phagocyte oxydase) ou Nox2 est la mieux caractérisée. Cette 
protéine a été clonée en 1986 (gène CYBB sur le chromosome X, locus Xp21.1), et elle 
est fonctionnelle sous forme de complexe assemblé suite à un stimulus. Ce complexe 
comprend un coeur catalytique membranaire (gp91phox et p22phox, formant le 
cytochrome b558) et des protéines cytosoliques (p40phox, p47phox, p67phox et Rac) 
(figure 7). Désassemblée quand elle est inactive au repos, la NADPH oxydase devient 
active à la suite de la translocation des facteurs cytosoliques à la membrane, formant ainsi 
un complexe enzymatique fonctionnel. En fait, l'activation de la NADPH oxydase 
implique deux types de phénomènes: la phosphorylation et la translocation à la 
membrane des sous-unités cytosoliques (Touyz et coll., 2003). En effet, suite à 
l'activation de la cellule, les composantes cytosoliques p40phox, p47phox, p67phox 
deviennent phosphorylées et vont migrer à la membrane pour s'associer aux facteurs 
membranaires gp91phox et de p22 phox. Parallèlement, la molécule Rac va échanger son 
GDP avec un GTP, se dissocier de son inhibiteur Rho-GDI, et migrer de façon 
indépendante à la membrane. Le cytochrome b558 est ensuite activé par la p67phox, par 
l'intermédiaire de son domaine d'activation (figure 7). La NADPH oxydase ainsi activée 
va utiliser la NADPH cytosolique pour réduire l'oxygène et produire de l'anion 
superoxyde (Paclet et coll., 2000). 
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3.1.3. Mécanismes de défense contre des dérivés de l’oxygène : 
 Les radicaux libres sont produits spontanément et de manière continue au sein de 
notre organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxique de ROS est assuré par des 
systèmes antioxydants, dont le rôle principal est de neutraliser et de dégrader les radicaux 
libres. Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systèmes engendre une augmentation 
des dommages tissulaires. Les antioxydants peuvent être divisés en deux groupes selon 
leur mode d’action : les antioxydants enzymatiques et les antioxydants non-
enzymatiques. 
Figure 7 : Activation de la NAD(P)H oxydase (D'après De Leo et Quinn 1996)
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a. Le système antioxydant enzymatique : 
 Ce système est principalement composé des superoxydes dismutases (SOD), des 
catalases (CAT), des glutathions peroxydases (GPx) et des thiorédoxines (Higashi et 
coll., 2009 ; Wood et coll., 2003).  
Parmi ces enzymes, les superoxydes dismutases (SOD) représentent la première 
ligne de défense pour contrer les ROS. Ce sont les enzymes antioxydantes les plus 
importantes au niveau vasculaire (Higashi et coll., 2009; Wassmann et coll., 2004). Les 
SOD sont des métalloenzymes qui catalysent la dismutation des ions superoxydes en 
peroxyde d’hydrogène et d’oxygène. Chez les mammifères, la SOD existe sous trois 
isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur 
métallique : une forme cytosolique associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une 
forme mitochondriale associée au manganèse (Mn-SOD) et une forme extracellulaire 
(EC-SOD). La Mn-SOD semble indispensable à la vie puisque sa mutation est non viable 
: l'espérance de vie maximale pour des souris Mn-SOD-/- n'est que de 22 jours pour 
certains types de mutations (Huang et coll., 2001). Ceci n’est pas le cas pour la forme 
cytosolique, bien que l'espérance de vie chez des souris transgéniques Cu/Zn-SOD-/- soit 
plus faible que celle de souris Cu/Zn-SOD+/+ (130 semaines vs 180 semaines) (Sentman 
et coll., 2006). D’autre part, il a été rapporté que la Cu/Zn-SOD joue un rôle important 
dans la régulation de la biodisponibilité du NO et de la fonction endothéliale. À ce sujet, 
Lynch et coll., (1997) ont montré que l’inhibition de la Cu/Zn-SOD induit une 
dysfonction endothéliale chez des rats normaux. 
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b. Le système antioxydant non-enzymatique : 
 Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart des antioxydants non-
enzymatiques ne sont pas synthétisés par l’organisme et doivent être apportés par 
l’alimentation. Dans cette catégorie, nous retrouvons les oligoéléments (le cuivre, le fer, 
le manganèse, le sélénium et le zinc), le glutathion réduit (GSH), l’ubiquinone (CoQ10), 
l’acide ascorbique (vitamine C), l’alpha tocophérol (vitamine E) et les caroténoïdes 
(Vertuani et coll., 2004). 
3.2. Stress oxydatif et IRC : 
 Les patients atteints d'IRC et leurs modèles expérimentaux, montrent un stress 
oxydatif vasculaire, rénal et systémique. Même les défaillances mineures, comme une 
légère réduction du taux de filtration glomérulaire ou une microalbuminurie, peuvent être 
associées à une augmentation du stress oxydant menant à une dysfonction endothéliale 
(Vaziri et coll., 1998). Les mécanismes moléculaires responsables de cette dysfonction 
restent mal connus. Plusieurs approches ont été suggérées afin de réduire le stress 
oxydant chez les patients atteints d’IRC. Des approches pharmacologiques comme les 
anti-hypertenseurs, les vitamines, les statines, l’aspirine, les agonistes de PPAR 
(peroxisome proliferator-activated receptor). Des approches non-pharmacologiques 
comme la perte de poids, les régimes et l’exercice ont été utilisées pour améliorer la 
fonction endothéliale dans les maladies rénales (Tomayko et coll., 2011).  
 Un ensemble de travaux récents suggère que les patients atteints d'IRC subissent 
des modifications délétères de la structure des protéines et des lipides secondaires à la 
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perte des défenses antioxydantes, à l’augmentation du stress oxydant ou à d’autres 
modifications post-synthétiques de la structure des protéines médiées par la glycation ou 
la carbamylation. L’insuffisance rénale réduit l’activité antioxydante du plasma ( Martin-
Mateo et coll., 1998 ; Mimic-oka et coll., 1995 ; Mimic-oka et coll., 1999). 
L’augmentation du stress oxydant est attestée par l’augmentation du malondialdéhyde 
(MDA) dans les membranes des érythrocytes et par la diminution des formes réduites du 
glutathion. L’activité de la glutathion peroxydase plasmatique est également réduite dans 
l’IRC (Yochimura et coll., 1996). Les activités de la superoxyde dismutase et de la 
glutathion peroxydase sont diminuées tant dans le plasma que dans les érythrocytes. Un 
déficit en agents réducteurs (ascorbate, sélénium et zinc) jouerait un rôle additionnel à 
l’origine du stress oxydant (Loughrey et coll., 1994 ; Tsukamoto et coll., 1980). Il existe 
également une déplétion en vitamine E (Paul et coll., 1991).  
L’augmentation du stress oxydant apparaît bien avant que le patient ne soit 
dialysé. Une fois que la dialyse de suppléance est commencée, l’altération oxydative des 
éléments du sang circulant apparaît (Hashimoto et coll., 1996 ; Schettler et coll., 1998). 
L’hémodialyse ne réduit pas le stress oxydant mais, au contraire, l’accentue (Toborek et 
coll., 1992 ; Lin et coll., 1996). Ceci est dû à l'activation des leucocytes neutrophiles 
polymorphonucléaires (PMNL) par le contact du sang avec les membranes de dialyse 
(Westhuyzen et coll., 1995). Les PMNL activés sont capables de modifier la 
peroxydation lipidique au niveau des érythrocytes (Eschbach et coll., 1990). 
L’augmentation du stress oxydant conduit à la peroxydation lipidique (Paul et 
coll., 1993) et à l’altération oxydative des lipoprotéines. Les membranes cellulaires sont 
également une cible pour l’atteinte oxydative. Stenwinkel et coll. (1998) ont montré que 
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la diminution des phospholipides érythrocytaires, chez les insuffisants rénaux non encore 
dialysés, était la plus forte chez ceux atteints de malnutrition, la dialyse corrigeant 
partiellement l’anomalie. Ces observations ne permettent pas de distinguer clairement si 
l’altération oxydative est la conséquence de causes nutritionnelles ou de l’inflammation, 
mais elles suggèrent certainement qu’il existe une relation entre inflammation et stress 
oxydant. 
4. Les conséquences d'un traitement rHuEPO chez les patients IRC : 
 L'anémie est une conséquence inévitable de l’IRC. La forme recombinante d'EPO 
humaine est couramment employée dans le traitement à long terme de l'anémie associée à 
l'IRC. Cependant, on a remarqué que l'HTA systémique se développait, ou empirait, chez 
20-30% des patients traités avec la rHuEPO (Eschbach et coll., 1989). Il y a plusieurs 
mécanismes potentiels par lesquels la rHuEPO peut augmenter la pression artérielle chez 
les patients hémodialysés : la viscosité sanguine élevée, la perte de la vasodilatation 
hypoxique, l'activation des systèmes neurohumoraux (catécholamines, système rénine-
angiotensine), et particulièrement un effet vasoconstricteur accentué. Ce dernier 
mécanisme impliquerait plusieurs facteurs : une élévation du taux de calcium 
intracellulaire, un déséquilibre des agents vasoactifs locaux avec une plus grande 
synthèse du puissant vasoconstricteur l'endothéline-1 (ET-1), un effet mitogène (cellules 
musculaires lisses vasculaires) avec remodelage vasculaire et un mécanisme plaquette-
dépendant (Maschio, 1995).  
 Jusqu’à présent, l'utilisation de la rHuEPO chez les patients IRC a été faite 
seulement dans le souci de corriger l'anémie et les altérations du tissu rénal dues à 
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l'hypoxie, résultante de l'anémie (Rossert et Foissard, 2006). Des études ont suggéré que 
la correction de l'anémie avec la rHuEPO pouvait ralentir la progression de l'IRC (Gouva 
et coll., 2006 ; Kuriyama et coll., 1997). Par contre, des données publiées récemment à 
partir d'essais plus larges chez des patient IRC, n'ont révélé aucun effet bénéfique 
(Drüeke et coll., 2006 ; Singh et coll., 2006). Cependant dans ces études, de hautes doses 
de rHuEPO ont été utilisées en quelques semaines et une  soudaine élévation de 
l'hématocrite chez des patients avec de sérieux problèmes vasculaires pourrait atténuer les 
effets bénéfiques putative de la rHuEPO, particulièrement si on assume que des doses 
plus petites seraient plus adéquates pour la protection tissulaire (Fliser, 2010). Bahlmann 
et coll. (2004) ont utilisé des petites doses de darbépoétine alpha qui n'affectaient pas les 
taux d'hématocrite chez le modèle de rat néphrectomisé (ablation de 5/6 des reins). Ils ont 
pu démontrer qu'un traitement chronique à la darbépoétine protège le tissu vasculaire 
rénal et préserve la fonction rénale. Dans cette même étude, il a été observé une 
activation persistante de la voie Akt au niveau des cellules endothéliales et épithéliales 
glomérulaires et une réduction de l'apoptose au niveau du tissu rénal. D'un autre côté, 
l'utilisation de plus fortes doses de darbepoetin pouvait atténuer ces effets protecteurs et 
même aggraver les dommages microvasculaires rénaux (Fliser et coll., 2006). Les auteurs 
ont ainsi suggéré que l'établissement d'une dose minimale efficace dans les futures études 
permettrait de mieux comprendre, comment l'administration de la rHuEPO serait 
bénéfique dans le cadre de l'IRC. 
5. La rHuEPO et le stress oxydatif  dans l'IRC: 
Les niveaux des produits plasmatiques résultant de la peroxydation lipidique sont 
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corrélés avec la gravité de l'anémie rénale. La correction de l'anémie par la rHuEPO 
diminue les niveaux de malondialdehyde (MDA) et par conséquent la peroxydation 
lipidique. De plus, la biodisponibilité des défenses antioxydantes (représentées par une 
amélioration de l'activité de la superoxyde dismutase et la glutathione peroxydase) est 
augmentée après la correction de l'anémie (Canestrari et coll., 1995). 
La peroxydation lipidique au niveau des membranes des érythrocytes, pourrait 
être le résultat d'une résistance à l'EPO due à une augmentation de l'hémolyse causée par 
le stress oxydatif. Le traitement à la rHuEPO est à l’origine d’un rajeunissement des 
érythrocytes. Cependant, il n'y a pas d'amélioration au niveau de la sensibilité oxydative 
des érythrocytes suite au traitement (Zachée et coll., 1993). 
Il a été aussi démontré que la rHuEPO normalisait la fonction endothéliale, 
l'inflammation vasculaire et le stress oxydatif chez le rat avec une ablation rénale. De 
plus, ces effets vasoprotecteurs sont observés même avec une dysfonction rénale 
détériorée (Toba et coll., 2010). Les propriétés antioxydantes de la rHuEPO passeraient 
par l'inhibition de l'activité et l'expression de la NAD(P)H oxydase. Il faut noter le rôle de 
l'augmentation de l'expression de la eNOS, due à l'activation de la voie de l'Akt, dans 
cette amélioration (Toba et coll., 2009).  
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TROISIÈME PARTIE : L'EXERCICE PHYSIQUE ET LES RISQUES 
CARDIOVASCULAIRE ET RÉNAL 
 Parmi les approches non-pharmacologiques utilisées dans le traitement des 
maladies chroniques, l'exercice reste l'un des meilleurs moyens utilisés. L’exercice 
physique, qui a un certain potentiel pour améliorer les désordres cardiovasculaires et 
métaboliques, est salutaire dans le traitement de beaucoup de maladies chroniques telle 
que l’HTA (Mc Mahon et Palmer, 1985). Il a aussi été démontré qu'il pouvait influencer 
la progression de la maladie rénale chronique chez l'homme et les animaux (Goldberg et 
coll., 1986 ; Heifets et coll., 1987). 
1. Effet bénéfique sur la mortalité cardiovasculaire : 
 Actuellement, il est unanimement admis que l’activité physique modérée réduit le 
risque de survenue d’évènement cardiovasculaire, tant en prévention primaire qu’en 
prévention secondaire. L’exercice diminue le risque d’événement coronariens, et ce 
indépendamment d'une réduction de la corpulence et du niveau de l'obésité abdominale 
(Wessel et coll., 2004). Une autre étude portant sur 14101 femmes de plus de 50 ans, 
suivies pendant 10 ans, a montré une relation inverse entre le taux de mortalité provoqué 
par un accident vasculaire cérébrale et le niveau d’activité physique (Ellekjaer et coll., 
2000). D’autre part, Hu et coll., (2004) ont mis en évidence que la pratique hebdomadaire 
de 3 à 4 h d’exercice physique réduit le risque de mortalité de 31 à 50% chez les patients 
diabétiques de type 2. L’effet protecteur de l’exercice sur la mortalité cardiovasculaire a 
également été observé dans différents modèles animaux à risque cardiovasculaire. Chicco 
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et coll., (2008) ont rapporté que l’exercice aérobie modéré retarde considérablement la 
mortalité cardiaque chez la rate sévèrement hypertendue. D’autre part, l’exercice 
physique est utilisé comme un moyen de réhabilitation et de réadaptation en tant que 
prévention secondaire chez les patients ayant eu un événement cardiovasculaire. Dans ce 
contexte, il a été estimé que l’exercice physique réduirait le taux de mortalité de 33 à 
44% dans les 5 ans suivant l’arrêt du protocole chez les patients coronariens par rapport 
aux sédentaires (Adams et coll., 2008). D’autres travaux ont montré que l’exercice 
améliore la capacité physique et la qualité de vie des patients insuffisants cardiaques. Par 
exemple, la comparaison réalisée par Silva et coll., (2002), entre un groupe soumis à un 
programme d’entraînement pendant 3 mois et un groupe témoin, met en évidence une 
amélioration significative de la distance parcourue sur 6min (+355m) dans le groupe 
«intervention». 
2. Effets bénéfiques sur les facteurs de risque cardiovasculaire : 
Plusieurs études cliniques et expérimentales ont démontré que la pratique 
d'activité physique est associée à une réduction des facteurs de risques cardiovasculaires. 
Il a été rapporté que l’exercice réduit l’accumulation du tissu adipeux viscéral chez 
l’animal et l’homme obèse (Dantas et coll., 2010 ; Irving et coll., 2008 ), abaisse la 
pression artérielle chez l’animal et l’homme hypertendu (Horta et coll., 2005 ; Fagard, 
2006), améliore le profil lipidique chez l’animal et l’homme avec une hyper-
cholestérolémie (Napoli et coll., 2004 ; Varady et coll., 2005) ou encore améliore la 
sensibilité à l’insuline chez l’animal et l’homme diabétique (de Lemos et coll., 2007 ; de 
Filippis et coll., 2006 ). Récemment, nous avons démontré dans notre équipe que 
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l’exercice, indépendamment de la diète, corrigait la dysfonction endothéliale, le stress 
oxydatif et l’inflammation chez le rat rendu obèse par une alimentation riche en 
gras  (Touati et coll., 2011). 
3. Effets de l'exercice sur la fonction endothéliale : 
Connaisant le rôle majeur de la dysfonction endothéliale dans l'IRC, nous 
pouvons la considérer comme la cible préventive et thérapeutique majeure. 
L'amélioration de la fonction endothéliale, en réponse à l'exercice, serait l'un des 
mécanismes responsable de la diminution de la mortalité cardiovasculaire. 
Plusieurs études expérimentales et cliniques ont mis en évidence que la pratique 
de l’exercice physique est associée à une amélioration de la fonction endothéliale. De 
Filippis et coll., (2006) ont démontré que 8 semaines d’exercice aérobie (4 fois/semaine, 
45min à 70% de la VO2 max/séance) améliore la relaxation endothélium-dépendante au 
niveau de l’artère brachiale chez des sujets obèses et insulino-résistants. De même, il a 
été rapporté que l’exercice physique, pratiqué pendant 3 mois, améliore la dysfonction 
endothéliale chez des sujets diabétiques type 2, et que cet effet bénéfique persiste jusqu’à 
24 mois après l’arrêt du protocole d’entraînement (Okada et coll., 2010). D’autres études 
expérimentales ont démontré également que l’exercice préserve la fonction endothéliale 
NO-dépendante dans le modèle du porc hypercholéstolémiant au niveau des artères 
brachiales (Woodman et coll., 2003), fémorales (Woodman et coll., 2006) ou encore 
coronaires (Thompson et coll., 2004). De plus, Moien-Afshari et coll., (2008) ont observé 
que, chez la souris obèse et diabétique de type 2, l’exercice corrige les effets délétères du 
diabète sur la fonction endothéliale (mesurée au niveau aortique), et ce indépendamment 
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de la réduction du poids. 
Les mécanismes moléculaires par lesquels l'exercice améliore la fonction 
endothéliale passent par : 
• Surexpression de la eNOS 
Plusieurs études suggèrent que les effets protecteurs de l’exercice sur la 
dysfonction endothéliale passent soit par une augmentation de production du NO, soit par 
une diminution de sa dégradation. En effet, il semble que l’exercice physique, à travers 
l’augmentation des forces de cisaillement, est capable d’activer la voie de l’eNOS. 
L’effet des forces de cisaillement sur l’activité transcriptionnelle du gène de la eNOS a 
été démonté pour la première fois par Uematsu et ses collaborateur en 1995. Les auteurs 
de cette étude ont observé que l’application in-vitro de forces de cisaillement à des 
cellules endothéliales bovines ou humaines en culture augmente le taux d’ARNm de la 
eNOS. Depuis ces observations, d’autres études sur l’animal et l’humain ont été menées. 
Parmi celles-ci, on peut citer Laufs et coll., (2005) qui ont démontré que chez la souris, 
l’exercice physique volontaire augmente l’expression de l’ARNm-eNOS au niveau 
aortique par rapport aux souris inactives. De même, Hambrecht et coll., (2003) ont 
confirmé ces résultats chez l’homme, puisqu’ils ont observé que les taux des ARNm-
eNOS au niveau de l’artère mammaire interne étaient significativement supérieurs chez 
des patients coronariens entrainés par rapport aux patients sédentaires. De plus, il a été 
rapporté que l’élévation de l’expression du gène codant la eNOS était associé à une 
augmentation de l’expression de la protéine (Hambrecht et coll., 2003 ; Moien-Afshari et 
coll., 2008). Les forces de cisaillement semblent activer la eNOS via l’activation de 
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l’Akt. Hambrecht et coll., (2003), après avoir mené un programme d’entrainement de 4 
semaines chez des patients coronariens, ont observé une augmentation de la forme 
phosphorylée de l’Akt sur la sérine 473, et de la eNOS sur la sérine 1777 au niveau de 
l’artère mammaire interne, en comparaison avec les patients sédentaires. Des résultats 
similaires ont été rapportés également chez la souris obèse et diabétiques (Moien-Afshari 
et coll., 2008). 
• Diminution de la dégradation du NO 
Des études récentes ont démontré chez des patients coronariens, que l’exercice 
physique améliorait la dysfonction endothéliale via la réduction de l’expression 
vasculaire des sous-unités de la NAD(P)H oxydase (Adams et coll., 2005). Pour diminuer 
la dégradation du NO, il faut diminuer le stress oxydatif. Nous traiterons de l'effet de 
l'exercice sur le stress oxydatif dans la partie suivante. 
• Système rénine-angiotensine (SRA) 
Des études récentes ont démontré chez des patients coronariens, que l’exercice 
physique améliorait la dysfonction endothéliale via la réduction de l’expression des 
récepteurs Ang II/AT1R (Adams et coll., 2005). L’angiotensine II (Ang II) représente le 
principal effecteur du SRA, jouant un rôle primordial dans la régulation de la pression 
artérielle et le tonus des cellules musculaires lisses (Billet et coll., 2008). En effet, la 
fixation de l’Ang II sur son récepteur AT1 entraine une vasoconstriction (Billet et coll., 
2008). Ainsi, l’activation chronique du SRA est impliqué dans de nombreuses 
pathologies cardiovasculaires telle que l’HTA, l’infarctus de myocarde, les maladies 
rénales chroniques, l’athérosclérose ou encore le diabète (Billet et coll., 2008). Il a été 
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rapporté que l’exercice physique peut diminuer de 49% la vasoconstriction de l’artère 
mammaire en réponse à l’Ang II (Adams et coll., 2005). Cet effet protecteur de l’exercice 
a été associé à une diminution de l’expression des récepteurs AT1 de l’Ang II. Ainsi, ces 
observations suggèrent une implication possible de l’Ang II et de son récepteur AT1 dans 
les mécanismes vasculo-protecteurs de l’exercice. 
4. Effets de l'exercice sur le stress oxydatif : 
L’exercice peut aussi améliorer le statut oxydatif cardiovasculaire et rénal par la 
régulation des systèmes antioxydants. Il semble que l’exercice physique stimule les 
défenses antioxydantes enzymatiques de l’organisme. Par exemple, il a été observé que 
l’exercice augmente l’expression de la Cu/Zn SOD au niveau aortique et mésentérique 
dans différents modèles d’animaux avec des facteurs de risques cardiovasculaires. Ainsi, 
cette augmentation de taux protéiques de la Cu/Zn SOD est accompagnée d’une 
amélioration de la fonction endothéliale (De Moraes et coll., 2008 ; Moien-Afshari et 
coll., 2008 ; Rush et coll., 2003).  
Toutefois, le rôle antioxydant de l’exercice régulier ne se limite pas à la 
stimulation des enzymes antioxydantes, mais entraîne également une diminution des 
enzymes pro-oxydants. Durrant et coll., (2009) ont ainsi mis en évidence que l’exercice 
volontaire chez la souris âgée diminue l’expression de la sous-unité cytosolique p67phox 
de la NADPH oxydase au niveau aortique. De plus, Adams et coll. (2005) ont démontré, 
chez des patients coronariens, qu’un programme d’exercice pendant 4 semaines induit 
une diminution significative de l’expression des sous-unités membranaires gp91phox et 
p22phox de la NADPH oxydase, par rapport aux patients sédentaires. Il faut noter ici que 
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l’effet anti-inflammatoire de l’exercice semble associé en partie à l’inhibition des dérivés 
ROS provenant de l'activation de la NAD(P)H oxydase avec la diminution conséquente 
des facteurs de transcription pro-inflammatoires (NFκB et AP-1), une réduction de la 
production de protéines pro-inflammatoires incluant les chémokines, les molécules 
d’adhésion cellulaires, certaines cytokines, certains facteurs de croissance et substances 
pro-thrombogéniques ainsi que la régulation négative des voies signalétiques 
fibrogéniques comme celles des MAP kinases (ERK1/2, p38MAPK) et des tyrosines 
kinases (Src, Akt) (Petersen et Pedersen, 2005). 
Après avoir vu les effets de l’exercice sur la dysfonction endothéliale et sur le 
stress oxydatif, et sachant que l’IRC présente ces risques cardiovasculaires, quels sont les 
effets de l’exercice sur l’IRC ? 
5. Effets de l'exercice sur l'IRC : 
L’utilisation de programmes d’exercice physique chez les patients IRC a été 
introduite à la fin des années 1970. Et malgré le fait que ces programmes ne soient pas 
utilisés largement, ils ont prouvé leur efficacité dans la gestion et l’amélioration de la 
qualité de vie des patients IRC. 
Chez des patients dialysés, l’exercice physique, qu’il soit d’endurance (aérobique) ou 
de résistance, montre des effets bénéfiques significatifs (Cheema et Singh, 2005). Il a été 
démontré que l’exercice en aérobie mène à une augmentation de la capacité d’exercice et 
de sa durée chez des patient IRC (Konstantinidou et coll., 2002). Dans une revue de 29 
essais cliniques, il a été montré que la condition physique était significativement 
améliorée è la suite d’un entraînement en aérobie (Cheema et Singh, 2005). De plus, 
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l’entraînement en résistance augmente la force et la capacité fonctionnelle chez les 
patient IRC (Headley et coll., 2002). Il a été aussi observé une hypertrophie des muscles 
squelettiques et une réduction des fibres musculaires atrophiées (Kouidi et coll., 1998), 
une amélioration significative de la force musculaire, de la puissance et de la fatigabilité 
(Storer et coll., 2005). 
Au niveau cardiaque, Il a été observé, après six mois d’entraînement en aérobie, une 
augmentation de la fraction d’éjection systolique (14%), de l’index du volume systolique 
(14%) et de l’index du débit cardiaque (73%) chez des patients IRC (Deligiannis et coll., 
1999). De plus, l’exercice a provoqué chez ces derniers, des adaptations fonctionnelles 
bénéfiques au niveau du ventricule gauche, une augmentation de l’activité vagale, une 
diminution de la suractivité sympathique au repos et une réduction de l’incidence des 
arythmies cardiaques (Kouidi, 2001). 
Concernant la pression artérielle, plusieurs études ont démontré l’effet hypotenseur 
de l’exercice chez des patients IRC (Pechter et coll., 2003 ; Painter et coll., 1986). Chez 
des hémodialysés, les pressions systolique et diastolique ont été réduites à la suite d’un 
programme d’exercice aérobique (Anderson et coll., 2004). Avec le même type 
d’exercice, il a été observé les mêmes résultats significatifs après quatre mois 
d’entraînement chez des pré-dialysés. Ces effets positifs disparaissent complètement 
après 2 mois d’arrêt du programme (Boyce et coll., 1997). La réduction de la pression 
artérielle peut engendrer une réduction de la prescription de médicaments hypertenseurs à 
raison de 885 dollars américain par patient et par année (Miller et coll., 2002). 
Chez l'animal, pour déterminer l'effet de l’exercice physique sur la fonction rénale, 
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des rats ont subit une ablation rénale de 75% et furent soumis à un entraînement pendant 
deux mois. Le taux de filtration glomérulaire était sensiblement plus élevé chez les rats 
entraînés que chez les rats sédentaires. La protéinurie a été réduite chez les rats entraînés 
comparés aux animaux sédentaires. Le degré de glomérulosclérose était beaucoup moins 
élevé chez les animaux entraîné. Le plasma, le niveau des LDL-cholestérol et les 
triglycérides totaux ont été réduits chez les rats entraînés comparés aux rats sédentaires. 
Cette étude suggère que l’exercice physique chronique améliore la progression de la 
maladie rénale et améliore le taux plasmatique des lipides chez les rats atteints 
d'insuffisance rénale modérée. Le mécanisme de l’amélioration de la fonction rénale 
semble être indépendant de l'influence de la pression artérielle systémique dans cette 
étude (Heifets et coll., 1987). En 2001, les résultats de Kohzuki et coll., ont suggéré que 
l'exercice n'altérait pas la fonction rénale et possédait des effets réno-protecteurs chez les 
rats hypertendus spontanés. Adams et coll., (2005) ont démontré que les rats, chez 
lesquels on provoquait une IRC, s'exerçait volontairement au même degré que les 
animaux sham. L’IRC induit une diminution de la concentration en hémoglobine qui a été 
corrigée par l’exercice. Kanazawa et coll., (2006) suggèrent que l'exercice possède des 
effets rénoprotecteurs chez le rat nephrectomisé. Leurs résultats suggèrent également que 
la combinaison de l'exercice modéré et de l'Enalapril (inhibiteur de l'enzyme de 
conversion de l'angiotensine II) avait de plus grands effets rénoprotecteurs qu’avec 
l'Enalapril seul, et que l'exercice modéré + l'Enalapril avaient eu quelques effets 
secondaires sans aucune complication dans ce modèle de rat. 
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Hypothèse générale : 
L'EPO est utilisée dans le monde sportif comme agent dopant et améliore 
grandement les performances physiques grâce à son action stimulante sur l'érythropoïèse. 
L’utilisation de sa forme recombinante dans le traitement et la correction de l’anémie est 
indispensable notamment chez les patients IRC. Cependant, la revue de littérature nous a 
montré que la rHuEPO présente des effets secondaires (HTA et thromboses) qui peuvent 
être très dangereux surtout dans le domaine du dopage sportif où son utilisation ne rentre 
plus dans le but de pallier un manque mais plutôt d’augmenter un taux normal 
d’hématocrite. D’autre part, l’exercice physique est de plus en plus utilisé comme moyen 
préventif et thérapeutique dans le traitement de nombreuses pathologies chroniques. Il a 
un rôle bénéfique sur les facteurs de risque cardiovasculaire notamment l’HTA et la 
dysfonction endothéliale. Les programmes d’entraînement des patients IRC ont montré 
leur efficacité, que ce soit sur l’amélioration de la qualité de vie des patients ou sur les 
paramètres physio-pathologiques de la maladie. L’exercice physique aigu entraîne aussi 
une augmentation de la pression artérielle, pour répondre aux besoins métaboliques 
périphériques accrus. Mais l’organisme sain s’adapte en synthétisant assez de NO pour 
réguler les tensions au niveau artériel et par conséquent, réguler la pression artérielle. 
Une dysfonction endothéliale induirait un manque de biodisponibilité de NO ce qui 
engendrerait un manque d’adaptation à l’exercice. 
A partir de ces données, il est suggéré qu'une administration chronique de 
rHuEPO à des rats entraînés et traités avec un inhibiteur de la eNOS (L-NAME), en 
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levant l’effet vasculaire protecteur du NO, aggraverait le risque cardiovasculaire induit 
par le L-NAME et entraînerait des répercussions négatives sur la performance sportive. 
D'autre part, en présence d’une dysfondction endothéliale NO-dépendante induite par 
l'IRC, le rat entraîné et traité à la rHuEPO pourrait présenter les mêmes risques. La 
rHuEPO altérerait l'effet bénéfique de l'exercice physique. Par conséquent, on pourrait 
constater une aggravation des fonctions rénale et vasculaire. 
La revue de littérature nous a aussi montré le rôle du stress oxydatif dans 
l’établissement de la dysfonction endothéliale. Donc nous suggérons que les mécanismes 
moléculaires de l’amélioration ou de la détérioration des fonctions vasculaire et rénale 
d’un traitement rHuEPO combiné à l’exercice passerait par  une influence sur le statut 
oxydant notamment sur l’activité enzymatique de la NAD(P)H oxydase. 
Objectifs : 
 L'objectif principal de notre travail est de démontrer l’effet nocif d’une utilisation 
chronique de rHuEPO en présence d’une dysfonction endothéliale chez le rat entraînés. Il 
sera aussi question de proposer un mécanisme moléculaire par lequel l'exercice et la 
rHuEPO améliorent ou détériorent les fonctions vasculaire et rénale du rat dans le cadre 
du dopage ou du rat atteint d'IRC. 
Dans nos études expérimentales nous essayerons de montrer que la rHuEPO 
augmente le risque cardiovasculaire chez le rat entraîné dont la synthèse endothéliale de 
NO est inhibée par le L-NAME. Le risque cardiovasculaire sera évalué par la mesure de 
la pression artérielle et de la fonction vasculaire endothéliale NO-dépendante.  
 Dans un premier temps nous étudierons les effets de l'exercice, associé ou non au 
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traitement rHuEPO, dans la prévention et la correction des aspects physiologiques de la 
fonction cardiovasculaire notamment la pression artérielle et la dysfonction endothéliale. 
Nous étudierons aussi les effets de la rHuEPO sur la performance des rats "dopés".  
Dans un deuxième temps, nous chercherons à savoir si l’exercice est un bénéfice 
ou un risque pour le rat IRC (après ablation des 5/6 de la masse rénale) en présence d’un 
traitement rHuEPO thérapeutique. Nous approfondirons notre étude sur les mécanismes 
moléculaires qui seraient éventuellement impliqués. D'après la revue de la littérature, nos 
effort porteront vers l'influence de l'exercice et de la rHuEPO sur l’activation et 
l'expression des sous-unités de la NAD(P)H oxydase rénale et vasculaire, la production 
des radicaux libres oxygénés et la réponse pro-inflammatoire rénale et vasculaire. Enfin 
nous chercherons à savoir si l'exercice et/ou la rHuEPO sont capables de moduler le 
statut oxydant de l'IRC en stimulant les systèmes antioxydants tels que la superoxide 
dismutase (SOD) ou la thioredoxine et d'améliorer la biodisponibilité tissulaire en NO. 
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PREMIÈRE PARTIE : L'EXERCICE AGGRAVE LES RISQUES 
CARDIOVASCULAIRES ET LA MORTALITÉ CHEZ LES RATS 
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1. But de l'étude : 
 Il s'agit de déterminer les conséquences cardiovasculaires d'un traitement 
rHuEPO, chez des rats entraînés, ayant un risque cardiovasculaire induit par l'inhibition 
de la voie de production du NO, par l'administration de L-NAME. 
 Nous supposons qu'un traitement chronique rHuEPO peut contre-balancer les 
effets cardiovasculaires bénéfiques de l'exercice et même les aggraver en absence de NO 
endogène. 
2. Méthodologie : 
2.1. Animaux et traitements : 
 Rat mâles Wistar âgés de 8 semaines divisé en 8 groupes : 1/Contrôle, 
2/Contrôle+exercice, 3/rHuEPO, 4/rHuEPO+exercice, 5/L-NAME, 6/L-NAME+exercice, 
7/L-NAME+rHuEPO, 8/L-NAME+rHuEPO+exercice. 
Travaux expérimentaux 
67 
2.2. Traitements : 
Les rats traités à la rHuEPO ont reçu une injection sous-cutanée de 100 UI/kg, 2 
fois par semaine. Le L-NAME a été ajouté à l'eau de boisson en raison de 10 mg/kg/jour. 
2.3. Le protocole d'exercice : 
 Les rats des groupes exercice ont subit un protocole d'entraînement (course) sur 
tapis roulant pendant 6 semaines, 60 minutes par jour, 5 fois par semaine avec une pente 
de 10º. 
2.4. Les paramètres étudiés : 
 -L'évolution de la pression artérielle systolique a été mesurée chaque semaine par 
plethysmographie indirecte au niveau de l'artère caudale. 
 - L'évaluation ex vivo de la fonction endothéliale a été faite sur l'aorte thoracique 
et sur les petites artères mésentériques en chambre d'organe. Étude ex-vivo de la 
vasorelaxation dépendante et indépendante de l’endothélium, en réponse à l’acétylcholine  
et au nitroprussiate de sodium respectivement. De plus, les paramètres morphologiques 
des petites artères mésentériques isolées, perfusées et pressurisées ont été évalués. 
 - Paramètres biochimiques : l'hématocrite et les taux d'hémoglobine ont été 
mesurées par les méthodes classiques. L'activité enzymatique de la citrate synthase a été 
mesurée au niveau du muscle soléaire afin de confirmer l'efficacité de l'entraînement. 
L'ET-1 a été mesurée par test ELISA au niveau du muscle soléaire. 
Travaux expérimentaux 
68 
3. Résultats principaux : 
3.1. Les effets du L-NAME seul : 
 -Augmente la pression artérielle systolique. 
 -Induit une une dysfonction endothéliale. 
 -Induit le remodelage des petites artères mésentériques. 
 -Provoque 20% de mortalité chez les rats entraînés. 
3.2. Les effets de la rHuEPO : 
 -N'a pas d'effet sur la pression artérielle systolique du rat sédentaire et du rat 
entrainé. Cependant, à la dernière semaine de l'étude, la pression artérielle systolique 
augmente chez le rat entrainé.  
 -Améliore la performance des rats sédentaires. 
 -Augmente la production d'ET-1 aortique chez les rats entraînés. 
3.3. Les effets de l'exercice : 
- Ralentit le développement de l'HTA du rat L-NAME. 
-Aggrave l'HTA des rats sujets au traitement combiné L-NAME/rHuEPO. 
-Prévient l'altération de la fonction endothéliale NO-dépendante du rat L-NAME 
 -Aggrave la dysfonction endothéliale des rats sujets au traitement combiné L-
NAME/rHuEPO. 
Travaux expérimentaux 
69 
 -Provoque une mortalité élevée (51%) des rats sujets au traitement combiné L-
NAME/rHuEPO. 
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Abstract Chronic administration of recombinant human
erythropoietin (rHuEPO) can generate serious cardiovas-
cular side effects such as arterial hypertension (HTA) in
clinical and sport fields. It is hypothesized that nitric oxide
(NO) can protect from noxious cardiovascular effects
induced by chronic administration of rHuEPO. On this
base, we studied the cardiovascular effects of chronic
administration of rHuEPO in exercise-trained rats treated
with an inhibitor of NO synthesis (L-NAME). Rats were
treated or not with rHuEPO and/or L-NAME during
6 weeks. During the same period, rats were subjected to
treadmill exercise. The blood pressure was measured
weekly. Endothelial function of isolated aorta and small
mesenteric arteries were studied and the morphology of the
latter was investigated. L-NAME induced hypertension
(197 ± 6 mmHg, at the end of the protocol). Exercise
prevented the rise in blood pressure induced by L-NAME
(170 ± 5 mmHg). However, exercise-trained rats treated
with both rHuEPO and L-NAME developed severe
hypertension (228 ± 9 mmHg). Furthermore, in these
exercise-trained rats treated with rHuEPO/L-NAME, the
acetylcholine-induced relaxation was markedly impaired in
isolated aorta (60% of maximal relaxation) and small
mesenteric arteries (53%). L-NAME hypertension induced
an internal remodeling of small mesenteric arteries that was
not modified by exercise, rHuEPO or both. Vascular ET-1
production was not increased in rHuEPO/L-NAME/train-
ing hypertensive rats. Furthermore, we observed that
rHuEPO/L-NAME/training hypertensive rats died during
the exercise or the recovery period (mortality 51%). Our
findings suggest that the use of rHuEPO in sport, in order to
improve physical performance, represents a high and fatal
risk factor, especially with pre-existing cardiovascular risk.
Keywords Hypertension  Exercise  Doping 
Endothelial dysfunction
Introduction
The use of recombinant human erythropoietin (rHuEPO)
was a significant progress in the treatment of anemia
(Moreno et al. 2000). Although rHuEPO effectively abol-
ishes symptoms of anemia, it has side effects (Maschio
1995). In the field of sport, the misuse of rHuEPO to
improve aerobic oxidation and athletic performance (by
increasing oxygen-carrying capacity of the blood), is
nowadays a major concern in endurance sports, and the
prevention of such abuse poses a real challenge. 20 years
ago, suspicion was raised that use of EPO might have been
involved in the death of cyclists (Ramotar 1990).
The rheologic, hemodynamic and metabolic modifica-
tions induced by rHuEPO are likely to play a key role in the
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occurrence of cardiovascular events observed in professional
as well as in recreational sportsmen. Aerobic exercise is
associated with systemic changes in heart rate, cardiac
output, systolic and pulse pressure, which generate hemo-
dynamic shear stress that may induce acute vascular func-
tional adaptations (Kemi and Wisloff 2010). Such adaptative
responses are mainly mediated by an efficient endothelium-
and NO-dependent vasodilation in response to increased
blood flow and shear stress induced by aerobic exercise in
order to protect blood vessels, decrease peripheral resistance
and favor O2 delivery to muscles in activity (Maiorana et al.
2003). Among the potential mechanisms by which rHuEPO
therapy may increase blood pressure, erythrocyte mass and
blood viscosity have been listed as the main candidates
(Smith et al. 2003). However, the presence of EPO receptors
on endothelial and vascular smooth muscle cells strongly
indicates a direct effect of EPO on the vessel wall (Anag-
nostou et al. 1994). In vitro studies on smooth muscle cells
have shown that EPO increases cellular calcium concentra-
tion. It stimulates endothelial expression and/or production
of vasoconstrictor endothelin-1 (ET-1) (Carlini et al. 1993;
Nagai et al. 1995; Katoh et al. 1994). It decreases basal and
acetylcholine-stimulated NO production, and depresses
endothelial NO synthase (eNOS) expression in cultured
human endothelial cells (Wang and Vaziri 1999). EPO
induces the production of plasminogen activator inhibitor-1
(PAI-1), E-selectin and VCAM-1 indicating that EPO
directly participates to thrombogenicity and atherogenicity
(Smith et al. 2003). However, all these effects of rHuEPO do
not seem to be sufficient to explain the establishment of
hypertension, since healthy volunteers and normal rats
receiving rHuEPO remain normotensive (Berglund and
Ekblom 1991; Lacasse et al. 1997).
Recent evidence suggests that rHuEPO accentuates a
pre-existing endothelial dysfunction. Transgenic mice
overexpressing human EPO did not develop hypertension
and thromboembolic disorders despite a severe polyglob-
ulia and a high hematocrit ([80%) (Ruschitzka et al. 2000).
However, in the presence of L-NAME (an inhibitor of NO
synthesis), these mice quickly developed hypertension
(much greater than this observed in wild-type mice treated
with L-NAME), with severe arteriolar vasoconstriction and
exhibited an increased mortality in a few days. However,
decreased NO biosynthesis does not seem sufficient to
explain the observed vasoconstriction and related severe
hypertension in these L-NAME-treated transgenic mice.
Maybe, L-NAME contributes to imbalance the regulatory
role of endothelium in favor of vasoconstrictor-derived
factors, such as ET-1, leading to elevated vascular tone and
consequently increasing blood pressure level (Quasching
et al. 2002).
We hypothesize that existing alterations in the NO path-
way may have deleterious effects on hemodynamic changes
induced by exercise. Cardiovascular consequences of
chronic administration of rHuEPO may be serious and
overlooked in exercise-trained rats with altered NO pro-
duction. The goal of this study was to determine the car-
diovascular consequences of rHuEPO in exercise-trained rats
with disrupted NO pathway by L-NAME administration.
Materials and methods
Animals and treatments
8-week-old male Wistar rats were purchased from Charles
River (L’Arbresle, France). Animals were kept in a tem-
perature-controlled room (22 ± 2°C), at 50–60% humidity,
with a reversed 12:12 h light–dark cycle. Food and distilled
water were given ad libitum. The housing and care of the
animals and all experimental procedures were conducted in
compliance with the European convention for the protec-
tion of vertebrates animals used for experimental and other
scientific purposes (European Union Directive 86/609EEC,
1986).
Rats were divided into eight groups (n = 8–13):
1/Control, 2/Control ? exercise, 3/rHuEPO, 4/rHuEPO ?
exercise, 5/L-NAME, 6/L-NAME ? exercise, 7/L-NAME ?
rHuEPO, and 8/L-NAME ? rHuEPO ? exercise. RHu-
EPO groups received 100 U/kg rHuEPO (Epoietin beta,
NeoRecormonÒ, Roche, Rosny-sous-Bois, France) twice a
week by subcutaneous injections. The control groups
received the vehicle (saline 0.9%). L-NAME was added to
the drinking water at 10 mg kg-1 day-1 (Sigma-Aldrich,
Saint Quentin Fallavier, France).
Exercise protocol
The exercise-training protocol was adapted from a previous
procedure (Yang et al. 2002). Rats were trained on a motor
treadmill (Columbus Instruments, Columbus, OH, USA) at a
speed of 20 m/min with 10° inclination for 60 min (5 days
per week) during 6 weeks. At the end of the protocol, an
effort test was made, which consisted of making the rats run,
starting at 10 m/min and increasing the speed (4 m/min
every 2 min) until exhaustion. We considered the rats
exhausted, when they stopped running three times for 10 s.
Blood pressure measurements
Systolic blood pressure (SBP) was measured every week in
conscious rats after warming and slight restriction, by the
indirect plethysmographic tail-cuff method using an auto-
matic BP monitoring system (BP 2000, Visitech System,
Apex, NC, USA). The average of 8–10 readings was used
for analysis.
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Biochemical analysis
After 6 weeks, the rats were anesthetized with pentobar-
bital (intra-peritoneal injection, 50 mg/kg), blood samples
were drawn from the abdominal aorta and collected in
tubes containing EDTA for measurement of hematocrit
and hemoglobin rates by classical methods (ADVIAÒ60
Bayer). Soleus muscle, heart and aorta were excised,
washed, blotted, and weighed. Tissues were frozen in liquid
nitrogen and stored at -80°C. ET-1 was measured in aorta
using the ELISA method (R&D Systems, Abingdon, UK).
The exercise-training effect is commonly confirmed by an
increase in muscular citrate synthase activity. Enzyme
activity was measured on homogenized soleus muscle
samples by spectrophotometric method (Srere 1969).
Isolated aorta studies
After killing, the descending thoracic aorta was rapidly
dissected, cleaned from loose connective tissue and
immersed in physiological salt solution (PSS) composed of
(mM): NaCl 118, KCl 4.7, NaHCO3 25, CaCl2 2.5, MgSO4
1.2, KH2PO4 1.2 and glucose 11; bubbled with a mixture of
95% O2 and 5% CO2 at pH of 7.4. Two aortic rings
(2–3 mm long) per rat were studied in parallel (one for
each drug is studied as described below). The rings were
then suspended horizontally between two L-shaped stain-
less steel hooks in organ chambers which contained 10 ml
of Krebs maintained at 37°C. Isometric tension was mea-
sured using a force displacement transducer (EMKA
Technologies, Falls Church, VA, USA) connected to the
upper hook. During an equilibration period of 60 min,
aortic rings were progressively stretched to their optimal
passive tension (2 g) as assessed by the response to 100 mM
KCl. The rings were then exposed to norepinephrine
(10-7 M) (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France).
Endothelial integrity was confirmed before the experiment
by testing relaxation induced by acetylcholine (10-6 M)
(Sigma-Aldrich) under norepinephrine (10-7 M) pre-con-
tracted conditions. After this procedure, the rings were
washed and allowed to re-equilibrate to baseline tension for
60 min. Endothelium-dependent relaxation was assessed by
cumulative concentration–response curves to acetylcholine
(10-10–10-5 M). Endothelium-independent relaxation was
evaluated by cumulative concentration–response curves to
sodium nitroprusside (10-10–10-5 M) (Sigma-Aldrich).
Isolated and perfused mesenteric resistance arteries
studies
The preparation and monitoring of isolated and perfused
mesenteric resistance arteries have been described in detail
previously (Laurant et al. 1997). A third-order branch of
the mesenteric artery was carefully dissected and mounted
in a pressure myograph chamber (Living System Instru-
mentation Inc, Burlington, VT, USA) containing PSS
bubbled with 95% O2–5% CO2 and maintained at 37°C.
The artery was bathed in a 10 ml organ bath containing
PSS. The bath solution was changed continuously at a rate
of 10 ml/min. The arterial segments were then equilibrated
for 1 h under a pressure of 60 mmHg. The viability of each
artery was tested before the experimental protocol. Arterial
segments were considered viable and used in the study if
they fully constricted in response to high-potassium PSS
(120 mmol/L NaCl replaced by an equimolar amount of
KCl), containing 10 mmol/L norepinephrine in PSS. The
integrity of the endothelium was confirmed if nor-
epinephrine-preconstricted segments dilated in response to
10 mmol/L acetylcholine in PSS. After the arterial seg-
ments were equilibrated and activated, media thickness and
lumen diameter were then measured with a microcom-
puter-based video-imaging system. Cumulative concentra-
tion–response curves to acetylcholine and sodium
nitroprusside (10-8–10-4 M) were then performed on
norepinephrine-preconstricted arterial segments.
Statistical analysis
All values are expressed as the mean ± SEM. Statistical
comparisons between groups were made by analysis of
variance (one-way or two-way ANOVA) followed by
Student–Newman–Keuls test for multiple comparisons
using the Prism program (version 4, GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA). Significance was considered
present when probability values were\0.05.
Results
Systolic blood pressure
rHuEPO did not modify blood pressure until the fifth week.
At week 5, systolic blood pressure had significantly
increased in rHuEPO-treated rats in comparison to control
rats (p\ 0.05) (Fig. 1a). As expected, L-NAME treatment
induced hypertension (Fig. 1b). rHuEPO had no significant
effect on blood pressure in L-NAME-treated rats. Interest-
ingly, however, while exercise training induced a signifi-
cant decrease in systolic blood pressure in L-NAME-treated
rats after the second week (p\ 0.05), it accelerated the
development of hypertension when L-NAME treatment was
associated with rHuEPO (p\ 0.01). Systolic blood pres-
sure levels were significantly higher in L-NAME/rHuEPO/
training rats (*220 mmHg at the fifth week) than those
observed in L-NAME hypertensive rats.
Eur J Appl Physiol (2011) 111:1929–1938 1931
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Survival rate
In the absence of exercise, rHuEPO and/or L-NAME did
not affect the survival rate of rats. L-NAME/training
association induced 20% of mortality which has been
recorded at the beginning of the experimental protocol.
Exercise was more fatal in L-NAME/rHuEPO-treated rats,
since we recorded 51% of mortality, which occurred at the
end of the experimental protocol (fifth to sixth weeks). In
this group, the death occurred during the treadmill exercise
or the recovery period.
Effort test
rHuEPO treatment significantly improved the performance
of sedentary rats (p\ 0.05) (Table 1). Rats of trained
groups showed a better performance during the effort test
than sedentary rats (p\ 0.05). rHuEPO did not ameliorate
performance of exercise-trained rats. In contrast, physical
performance was significantly lower in exercise-trained
rats treated with L-NAME/rHuEPO than rats in the other
trained groups (p\ 0.05).
Morphological and biochemical parameters
At the end of the study, body weight was significantly
lower in all trained groups than in sedentary groups
(p\ 0.001) (Table 1). L-NAME and/or rHuEPO did not
modify heart weight/body weight ratio in sedentary rats.
Exercise induced cardiac hypertrophy in control rats and
L-NAME-treated rats (p\ 0.05). However, exercise did
not induce cardiac hypertrophy in rHuEPO-treated and
L-NAME/rHuEPO-treated rats (Table 1).
rHuEPO treatment significantly increased blood
hematocrit and hemoglobin level only in the sedentary
control group (p\ 0.05) as compared with the other sed-
entary and trained groups (Table 1).
Citrate synthase enzyme activity was higher in the
soleus muscle from trained groups than from sedentary
groups. L-NAME and/or rHuEPO did not affect citrate
synthase activity (Table 1).
Endothelial function in isolated aorta
In normotensive rats (untreated with L-NAME), training
and/or rHuEPO did not affect the acetylcholine-induced
relaxation (Fig. 2a). After 6 weeks, L-NAME treatment
significantly decreased the acetylcholine-induced relaxation
(p\ 0.05). However, this altered response was significantly
exacerbated when trained and L-NAME-treated hyperten-
sive rats were also treated with rHuEPO (p\ 0.05)
(Fig. 2b). Only training and rHuEPO treatment did not
modify the vasorelaxation to acetylcholine in L-NAME-
treated rats. The endothelium-independent relaxation to
sodium nitroprusside was similar between all the different
groups (data not shown).
Endothelial function and arterial morphology
in isolated and perfused mesenteric arteries
In normotensive rats (untreated with L-NAME), training
and/or rHuEPO did not affect the acetylcholine-induced
dilation (Fig. 3a). The vasodilatory response to acetylcho-
line was significantly lower in L-NAME-treated hyper-
tensive rats than in normotensive control rats (p\ 0.05).
rHuEPO did not change the vascular response to acetyl-
choline. Exercise training, however, significantly corrected
the acetylcholine-induced dilation as compared with
L-NAME-treated hypertensive rats (p\ 0.05) (Fig. 3b).
As in the aorta, the response to acetylcholine was markedly
more impaired in perfused mesenteric arteries from
trained hypertensive L-NAME/rHuEPO-treated rats than in
those from hypertensive L-NAME-treated rats. The endo-
thelium-independent vasodilation in response to sodium
Fig. 1 Evolution of systolic
blood pressure during the weeks
of the protocol. a Groups
without L-NAME treatment.
b Groups with L-NAME
treatment and Control. Data
represent the mean ± SEM
(n = 8–13). *p\ 0.05 versus
other groups, **p\ 0.01 versus
other groups, $p\ 0.05 versus
control, L-NAME,
L-NAME ? EPO ? exercise
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Table 1 Different physiological, biochemical and morphological parameters
Control Control ?
exercise
rHuEPO rHuEPO ?
exercise
L-NAME L-NAME ?
exercise
L-NAME ?
rHuEPO
L-NAME ?
rHuEPO ? exercise
Body weight (g) 410 ± 9 357 ± 9* 386 ± 8 372 ± 3* 411 ± 13 337 ± 8* 424 ± 8 354 ± 7*
Heart weight/body
weight ratio (%)
0.22 ± 0.01 0.27 ± 0.01§ 0.23 ± 0.01 0.23 ± 0.01 0.23 ± 0.01 0.26 ± 0.01§ 0.24 ± 0.01 0.24 ± 0.01
Hematocrit (%) 49.0 ± 1.1 47.8 ± 1.1 64.1 ± 3.0$ 54.7 ± 3.1 46.0 ± 0.8 46.3 ± 2.5 46.5 ± 3.8 50.7 ± 2.7
Hemoglobin (g/dl) 15.5 ± 0.2 15.7 ± 0.5 19.8 ± 0.4$ 17.8 ± 0.9 14.9 ± 0.1 14.9 ± 0.7 15.3 ± 1.2 17.0 ± 1.0
Endurance test
(min)
12.4 ± 0.4 18.9 ± 0.8$ 14.0 ± 0.4} 16.9 ± 0.6° 11.1 ± 0.4 16.1 ± 0.1° 11.5 ± 0.4 14.5 ± 0.7}
Mortality n
dead/n total
0/8 0/8 0/8 0/13 0/8 2/10 0/10 7/13
Citrate synthase
activity in soleus
muscle
55.7 ± 3.2 93.0 ± 4.3** 66.9 ± 1.9 81.3 ± 5.1** 56.3 ± 3.7 88.7 ± 4.0** 69.5 ± 2.7 92.7 ± 6.0**
Data are the mean ± SEM
* p\ 0.05 versus all sedentary groups
** p\ 0.001 versus all sedentary groups
$
p\ 0.05 versus all other groups
§
p\ 0.05 Control, rHuEPO, rHuEPO ? exercise andL-NAME
° p\ 0.05 versus sedentary groups and L-NAME ? rHuEPO ? exercise
}
p\ 0.05 versus control, L-NAME and L-NAME ? rHuEPO (n = 8–13)
Fig. 2 Cumulative
concentration–response curves
to acetylcholine on
norepinephrine-pre-contracted
isolated aorta rings. a Groups
without L-NAME treatment.
b Groups with L-NAME
treatment and control. Data
represent the mean ± SEM
(n = 8–13). *p\ 0.05 versus
other groups
Fig. 3 Cumulative
concentration–response curves
to acetylcholine on
norepinephrine-preconstricted
perfused mesenteric resistance
arteries segments. a Groups
without L-NAME treatment.
b Groups with L-NAME
treatment and control. Data
represent mean ± SEM
(n = 8–13). *p\ 0.05 versus
control and
L-NAME ? exercise
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nitroprusside was similar between all the different groups
(data not shown).
Media thickness and media-to-lumen ratio were signif-
icantly greater, and lumen diameter was significantly lower
in isolated small mesenteric arteries obtained from the
different groups treated with L-NAME than in the groups
untreated with L-NAME (p\ 0.05) (Table 2). Media
cross-sectional area was greater only in mesenteric arteries
from hypertensive sedentary rats treated with L-NAME
(p\ 0.05). Although training associated with L-NAME/
rHuEPO treatment induced severe hypertension, there
were no structural modifications in mesenteric arteries of
these rats compared with the hypertensive L-NAME-trea-
ted sedentary rats.
ET-1 production in aorta
Aorta ET-1 levels were significantly increased only in
trained rHuEPO-treated rats (p\ 0.05) (Fig. 4). L-NAME
treatment or combined L-NAME/rHuEPO/training treat-
ment did not change vascular ET-1 production.
Discussion
In the present study, exercise accentuated cardiovascular
risk induced by L-NAME when rats were chronically
treated with rHuEPO. L-NAME/rHuEPO/training combi-
nation leads to severe arterial hypertension, a deep altered
acetylcholine-induced relaxation in large and small arter-
ies, and a high rate of mortality (51%). It was also inter-
esting to note that the death of rats occurred during the
exercise or the recovery period. Furthermore, physical
performance, normally enhanced by training, was reduced
in these rats.
It is well-known that chronic administration of rHuEPO
can lead to the development of hypertension and aggra-
vates pre-existing hypertension, which occurs in approxi-
mately 20–35% of hemodialysis patients (Eschbach et al.
1989; Maschio 1995). In our study, rHuEPO treatment in
sedentary rats did not change the blood pressure level
despite increased hematocrit and hemoglobin levels, con-
firming previous studies on healthy volunteers and nor-
motensive animals (Berglund and Ekblom 1991; Lacasse
et al. 1997). We showed elsewhere that rHuEPO did not
aggravate hypertension provoked by L-NAME treatment.
These findings also suggest that a disrupted NO pathway is
not a prerequisite for rHuEPO-induced hypertension. Pre-
vious findings have shown that rHuEPO exacerbates
L-NAME-induced hypertension in transgenic mice over-
expressing human EPO, and this effect has been attributed
to the excessive erythrocytosis and blood hyperviscosity
(Ruschitzka et al. 2000). In our study, L-NAME treatment T
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inhibited the increase of hematocrit and hemoglobin levels
induced by r-HuEPO. The reasons for this are not known.
Although early studies have shown that NO can modulate
erythropoiesis and EPO gene expression (Tsukahara et al.
1997; Todorov et al. 2000), it remains unclear whether NO
(or NO synthesis inhibition by L-NAME) significantly
modifies the effect of exogenous EPO on heme synthesis
and erythropoiesis. Nevertheless, our findings suggest
that the absence of significant blood hyperviscosity in
L-NAME/rHuEPO-treated rats could prevent the appear-
ance of an exaggerated hypertension as it has been reported
(Ruschitzka et al. 2000).
It has been clearly demonstrated that exercise decreases
elevated blood pressure and prevents hypertension in the
most experimental models of hypertension such as
L-NAME-induced hypertension (Kuru et al. 2009).
Accordingly, we showed that regular physical training
prevented the rise in blood pressure in L-NAME-treated
rats. However, it is noteworthy that the presence of rHu-
EPO, not only blunted the well-known anti-hypertensive
effects of exercise, but also induced a severe hypertensive
state.
Modification of vascular morphology in small arteries
could potentially explain the accentuation of hypertension
by the L-NAME/rHuEPO/training combination. L-NAME
induced the narrowing of lumen diameter, thickening of the
media, and enlargement of the media CSA with increased
media/lumen ratio in the small mesenteric arteries, indi-
cating that L-NAME-induced hypertension is associated
with inward hypertrophic remodeling (Mulvany 1999).
However, the combined L-NAME/rHuEPO/training
treatment did not change the arterial morphology as
expected (i.e., narrowing of lumen diameter and/or
enlargement of the media CSA). Thus, the severity of the
hypertension induced by the L-NAME/rHuEPO/training
combination was not linked to such altered arterial
structure.
The deleterious cardiovascular effects of the combined
L-NAME/rHuEPO/training treatment may be related to
alterations in vascular function. In small mesenteric arter-
ies, L-NAME impaired the endothelium-dependent vaso-
dilation in response to acetylcholine, whereas the
endothelium-independent response to sodium nitroprusside
was not modified suggesting a functional alteration of the
endothelium, rather than a functional alteration of the
vascular smooth muscle. The endothelial dysfunction was
prevented when L-NAME-treated rats were subjected to
training. Accordingly, numerous data reveal that training
decreases blood pressure level, and improves the NO-
dependent endothelial function in hypertensive patients as
well as hypertensive animals such as L-NAME hyperten-
sive rats (Hambrecht et al. 1998; Walsh et al. 2003, Kuru
et al. 2009), suggesting a beneficial effect of exercise on
peripheral vascular resistance and systemic vascular tone.
In contrast, exercise exacerbated the altered endothelium-
dependent vasodilation to acetylcholine in mesenteric
arteries taken from L-NAME hypertensive rats treated with
rHuEPO. rHuEPO did not seem to be implicated in the
altered endothelium-dependent vasodilation, since vascular
response to acetylcholine was similar between untrained
L-NAME- and untrained L-NAME/rHuEPO-treated rats.
The same observations have also been made in the aorta.
Endothelial dysfunction in aorta is considered as an
experimental and pharmacological vascular indicator of
cardiovascular risk (Heylen et al. 2008; De Moraes et al.
2008). Therefore, our findings strongly suggest that the
combined rHuEPO/training treatment in presence of a
disrupted NO pathway seems to be a high risk for the
vascular function. However, the study has limitations. One
of them is that it was not conducted in arteries taken from
skeletal muscle where peripheral resistance plays a key role
in the regulation of blood pressure level during exercise. It
is well established that vessels taken from different ana-
tomical locations show differences in endothelial and
smooth muscle expression of enzymes, receptors and
channels, and thus differently respond to exercise (Leung
et al. 2008). Unfortunately, it is not demonstrated in the
present study which can be the deleterious impact of
L-NAME/rHuEPO/training combination on skeletal resis-
tance arteries. The present study did not demonstrate either
that these supposed vascular alterations can participate to
the development of hypertension and lower performance,
as it is observed in rats treated with L-NAME/rHuEPO/
training combination. Indeed, the effort test demonstrated a
Fig. 4 Effect of different treatments on ET-1 tissue production in
aorta. ET-1 was assessed by ELISA test. Data represent the
mean ± SEM (n = 4–6). *p\ 0.05 versus other seven groups
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significant lower performance in rats treated with com-
bined L-NAME/rHuEPO/training, in comparison with
those from the other trained groups. Endothelial function
and NO play a pivotal adaptative role during exercise. In
response to increased exercise-induced shear stress, NO
synthesis and release are increased in order to raise the
arterial blood flow, and consequently the perfusion flow in
skeletal muscle (Franke et al. 1998; Jasperse and Laughlin
2006). Recently, it has been shown that L-NAME-induced
hypertension in rat is associated with a dramatic impair-
ment of NO-induced vasorelaxation and flow-mediated
dilation of gastrocnemius feed arteries, whose functions are
greatly improved by exercise training (Kuru et al. 2009).
Although, the effects of L-NAME/rHuEPO/training com-
bination in arteries taken from skeletal muscles were not
tested in the present study, it is speculated that the NO-
dependent vasodilation was also altered in skeletal muscle
to explain the lower performance of rat treated with the
combined L-NAME/rHuEPO/training treatment. We have
also shown that cardiac hypertrophy, which normally
occurs as a physiological adaptation of the heart in
response to training (El-Sayed et al. 2005), was absent in
rats with the combined L-NAME/rHuEPO/training treat-
ment. Thus, the impaired performance of these rats was
probably reflected in the severe hypertension with an
impaired coronary vasodilation and/or lack of cardiac
adaptation during exercise. The adaptive responses of
coronary arteries during exercise strongly depend on the
NO signaling pathway (Duncker and Bache 2008). An
impaired coronary NO-dependent endothelial function
contributes to decrease physical performance in patients
(Scha¨chinger et al. 2000). Although coronary NO-depen-
dent vasodilation was not assessed in our study, it is likely
that the latter was also altered by the combined L-NAME/
rHuEPO/training treatment. Further studies are needed to
check these hypotheses.
The severe hypertensive state induced by L-NAME/
rHuEPO/training treatment may be due to a potentiation of
vasoconstrictor activity. The presence of EPO receptors on
vascular cells (endothelial and smooth muscle cells) indi-
cates that EPO has a direct vascular effect on vessels
(Depping et al. 2005). EPO increases vascular tone by
increasing intracellular calcium content (Schiffl and Lang
1997). Several studies have shown that EPO can stimulate
the release of ET-1, a powerful endothelial vasoconstrictor
(Smith et al. 2003). In transgenic mice overexpressing
EPO, hypertension and associated peripheral arteriolar
vasoconstriction occur when NO synthesis was blocked by
L-NAME (Ruschitzka et al. 2000). L-NAME treatment
activates ET-1 system by increasing ET-1 promoter activ-
ity, ET-1 tissue levels and ETA/B subtype receptors in these
transgenic mice (Quasching et al. 2002). In our study,
rHuEPO did not aggravate L-NAME-induced hypertension
and did not increase vascular ET-1 production. Thus, it is
unlikely that rHuEPO exerts a dominating vasoconstrictor
effect via the stimulation of vascular ET-1 production in
the presence of L-NAME. The discrepancy between the
present and previous studies (Quasching et al. 2002) is not
known. ET-1 release can be stimulated by mechanical
shear stress on endothelial cells (Kuchan and Frangos
1993). Hyperviscosity in mice overexpressing human EPO,
and the consequent shear stress on vascular wall induced
by hyperviscosity, contribute to increased endothelial ET-1
production and vasoconstrictor response in the presence of
L-NAME (Quasching et al. 2002). In the present study,
hematocrit and hemoglobin rates were not modified in
L-NAME/rHuEPO-treated rats. It is suggested that in the
absence of stimulated shear stress (caused by high vis-
cosity), ET-1 production did not increase. However, it is
interesting to note that vascular ET-1 production was
increased in trained rHuEPO-treated rats. These findings
confirm that rHuEPO is able to stimulate vascular ET-1
production in the presence of a stimulated vascular
mechanical stress (induced by exercise). Furthermore, it is
shown in the present study that stimulated ET-1 production
coincided with a slight, but significant increase in blood
pressure at the fifth week of the experimental protocol,
suggesting that hypertension induced by combined rHu-
EPO/exercise may find its origin in the stimulation of the
vascular ET-1 pathway. Unfortunately, rats submitted to
L-NAME/rHuEPO/training treatment did not exhibit
increased aortic ET-1 production in spite of stimulated
shearing forces on vascular wall due to regular exercise.
Although the reasons are not known, changes in vascular
ET-1 production did not seem to be involved in explaining
the hypertensive effects of the combined L-NAME/rHu-
EPO/training treatment. Further studies are needed to
understand how exercise exacerbates the deleterious car-
diovascular effects of rHuEPO in circumstances where the
NO pathway is disrupted.
One of the main findings of the present study was the
high mortality (51%) which occurred in the group of
hypertensive rats treated with the combined L-NAME/
rHuEPO/training treatment. It was noteworthy that mor-
tality occurred at the end of the experimental protocol
when rats were hypertensive and during the treadmill
exercise or the recovery period just after exercise. These
experimental findings suggest that misusing rHuEPO, to
improve aerobic physical activity, may be a health risk for
athletes. The exact causes of death were not known.
Unfortunately, no data in the literature is available to
explain direct causes of death in EPO-doping athletes. And
even though the use of animals is, of course, a limitation
for a human model, our results give a trail to the origin of
death in those sportsmen. It is nonetheless well-established
that high blood viscosity puts the cardiovascular system at
1936 Eur J Appl Physiol (2011) 111:1929–1938
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hemodynamic risk that might lead to death (Ramotar
1990). However, hematocrit and hemoglobin rates were not
increased in trained rat with L-NAME/rHuEPO treatment
as mentioned above. Since L-NAME treatment was also
responsible of 20% of mortality in exercise-trained rats
untreated with rHuEPO (despite an observed antihyper-
tensive effect of exercise), it is suggested that NO pathway
disruption may be linked to death. The use of total
L-NAME blockade versus varying degrees of endothelial
dysfunction is also a big issue and in the future, using
eNOS knockout mice could give interesting details.
In conclusion, chronic use of rHuEPO can severely
affect the cardiovascular system in exercise-trained rats.
rHuEPO contributes to the aggravation of cardiovascular
risks associated with disrupted NO pathway in exercise-
trained rats. The L-NAME/rHuEPO/training combination
leads to a severe arterial hypertension, a highly altered
vascular endothelial function, and consequently a high rate
of mortality. All these findings suggest that the misuse of
rHuEPO in the sports field constitutes a high and fatal risk-
factor, especially with a pre-existing cardiovascular risk.
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4. Discussion et conclusion : 
 Dans cette étude, l'exercice a accentué le risque cardiovasculaire induit par le L-
NAME quand les rats ont été traités avec la rHuEPO. La combinaison L-
NAME/rHuEPO/exercice mène à une HTA sévère, une profonde altération de la 
relaxation en réponse à l'acétylcholine au niveau des grosses et petites artères et un taux 
élevé de mortalité (51%) pendant l’exercice ou la période qui suit l’exercice. 
 L'excès de rHuEPO peut affecter gravement la fonction cardiovasculaire. Nous 
montrons que ce risque peut être d'autant plus grave sur un modèle expérimental 
possédant déjà un facteur de risque, la dysfonction endothéliale NO-dépendante. En 
inhibant la formation de NO, via l'inhibition de la eNOS, l'organisme perd un précieux 
régulateur des effets délétères cardio-vasculaires induits par un traitement chronique à la 
rHuEPO. Ce travail ne fait que confirmer de nombreuses études fondamentales et 
cliniques sur le risque cardio-vasculaire provoqué par un traitement chronique à la 
rHuEPO. 
Selon nos résultats et les données de la littérature, l'association combinée d'une 
absence d'adaptation cardiaque et vasculaire induite par l'inhibition du L-NAME et la 
présence d'une HTA avec probablement une vasoconstriction des territoires artériolaires 
serait à l'origine de l'altération de la performance. De plus, il est reconnu que le L-NAME 
en inhibant la synthèse du NO, affecte l'angiogenèse au niveau du muscle squelettique 
(Gavin et coll., 2000 ; Hudlicka et coll., 2000). Connaissant le rôle important du NO dans 
l'angiogenèse, en plus de son rôle vasorelaxant, son inhibition, aurait des conséquences 
néfastes sur l'adaptation vasculaires et le développement des capillaires au niveau des 
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muscles sollicités par l'exercice, et par conséquent sur la performance. Il serait intéressant 
d’étudier la capillarisation au niveau des muscles et de voir les effets de la combinaison 
L-NAME/rHuEPO sur le rat entraîné. 
Nous pouvons cependant suggérer que l'exercice physique chez les rats L-
NAME/rHuEPO, en augmentant le travail cardiaque, en présence d’une vasoconstriction 
artériolaire provoquée par le rHuEPO, accentue l'élévation de la pression artérielle 
jusqu'à l'établissement d'une HTA chronique, d'autant plus que l'adaptation vasculaire 
endothélium- et NO-dépendante est altérée. De plus, pendant l'exercice, les muscles 
(squelettiques, cardiaques) et les organes vitaux sollicités (cœur, cerveau, poumons) ont 
besoin de plus en plus d'oxygène et la vasoconstriction artériolaire engendrée par le 
rHuEPO pourrait diminuer cet apport (El-Sayed et coll., 2005), provoquer des ischémies 
et souffrances tissulaires (cardiaques, cérébrales) pouvant être à l'origine de la mort de 
ces animaux pendant l'exercice ou la phase de récupération comme nous l'avons observé. 
Nous suggérons que la vasodilatation NO-dépendante a été aussi altérée au niveau de ces 
muscles afin d'expliquer la diminution de la performance chez les rats L-
NAME/rHuEPO/exercice. Il serait intéressant d’étudier l’impact de la combinaison L-
NAME/rHuEPO/exercice sur la vasodilatation NO-dépendante au niveau des artères du 
muscle squelettique. De plus, les réponses adaptatives des artères coronaires dépendent 
fortement de la voie signalétique du NO (Duncker et Bache, 2008). Il a été démontré 
qu'une altération de la fonction endothéliale NO-dépendante au niveau des artères 
coronaires a contribué à diminuer la performance chez des patients (Schächinger et coll., 
2000). Par conséquent, l’étude de la fonction endothéliale au niveau des coronaires serait 
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aussi très intéressante. 
La cause exacte du grand taux de mortalité (51%) chez le groupe L-
NAME/rHuEPO/exercice n'a pas pu être identifiée. Et malheureusement, nous n'avons 
pas de données disponibles dans la littérature pour l’expliquer. Puisque le L-NAME a été 
responsable de 20% de mortalité chez les rats entraînés (malgré l'observation d'un effet 
anti-hypertensif de l'exercice dans ce groupe), il est suggéré que l'inhibition de la 
production de NO serait liée à la mort de ces rats. Afin d’approfondir l’investigation sur 
les causes de la mortalité, il serait intéressant à l’avenir, de faire une étude histologique 
sur différents tissus à partir des rats morts pendant l’exercice. Des coupes au niveau du 
cerveau, des poumons, du cœur pourraient nous informer sur d’éventuelles ischémies et 
thromboses qui pourraient être les causes directes de la mort de nos rats. 
 En conclusion, l'administration chronique de rHuEPO peut sévèrement affecter le 
système cardiovasculaire chez les rats entraînés. La combinaison L-
NAME/rHuEPO/exercice mène a une sévère hypertension, une grande altération de la 
fonction endothéliale et, par conséquent, un taux élevé de mortalité. Ces résultats 
suggèrent que l'utilisation abusive de rHuEPO dans le domaine sportif constitue un grand 
facteur de risque, pouvant être fatal, surtout en présence d'un risque cardiovasculaire pré-
existant. 
 Ces résultats nous laissent penser que l'utilisation de la rHuEPO en clinique chez 
des patients présentant une dysfonction endothéliale, pourrait développer les mêmes 
risques et les mêmes altérations que les rats traités au L-NAME de cette étude. Comme 
nous l'avons dit précédemment, l'utilisation de la rHuEPO pour traiter l'anémie chez les 
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patients IRC, induit l'apparition d'HTA chez environ 30% de ces patients (Eschbach et 
coll., 1989, Maschio, 1995). De plus, l'utilisation de l'exercice comme moyen non-
pharmacologique pour prévenir et améliorer l'état de santé des patients atteints de 
maladies chroniques est de plus en plus d'actualité. Diverses études ont démontré que 
l'exercice avait des effets bénéfiques aussi bien sur les patients IRC  que chez le modèle 
animal (Goldberg et coll., 1986 ; Heifets et coll., 1987 ; Lu et al., 2009). Ce qui nous 
mène à nous demander quelles seraient les conséquences d'un traitement rHuEPO chez 
des patients IRC suivant un protocole d'exercice, connaissant les effets d'une 
combinaison : dysfonction endothéliale + traitement rHuEPO + exercice. Pour essayer 
d'avoir des réponses, nous avons mené l'étude qui suit sur des rats IRC traités à la 
rHuEPO et soumis à un protocole d'exercice. 
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DEUXIÈME PARTIE : LES RISQUES CARDIOVASCULAIRE ET 
RÉNAL DES RATS IRC SONT PRÉVENUS PAR L'EXERCICE 
PHYSIQUE MAIS AGGRAVÉS QUAND LES RATS ENTRAÎNÉS SONT 
TRAITÉS  À L'ÉRYTHROPOÏÉTINE RECOMBINANTE HUMAINE. 
IMPLICATION DE LA NAD(P)H OXYDASE ET LA  VOIE DES MAPK 
ERK 1/2 
Fayçal MEZIRI,  Sabeur TOUATI, Tlili BARHOUMI, Alain BERTHELOT,  
Rhian M TOUYZ, Pascal LAURANT 
Publication soumise à Hypertension 
1. But de l'étude : 
 Au vu des résultats de l'étude précédente et, puisque l'IRC est associée à une 
dysfonction endothéliale et à des risques cardiovasculaires, il nous semblait intéressant 
d'étudier l'impact de la combinaison rHuEPO/exercice sur les fonctions cardiovasculaire 
et rénale du rat IRC. Un de nos objectifs a été ensuite de rechercher les possibles 
mécanismes moléculaires impliqués dans l'apparition des risques cardiovasculaires chez 
le rat IRC et comment et par quelles voies l'exercice modulerait ces risques, combiné ou 
non avec un traitement rHuEPO. 
2. Méthodologie : 
2.1. Animaux : 
 Rats Wistar mâles âgés de 7 semaines divisés en 5 groupes : 1/Sham (groupe 
contrôle), 2/CKD (néphrectomie de 5/6 des reins), 3/CKD+Ex (exercice), 4/CKD+EPO 
(traitement rHuEPO), 5/CKD+EPO+Ex. 
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2.2. Traitement et chirurgie : 
 Les rats CKD ont subi une intervention chirurgicale (5/6 nephrectomy) qui 
consiste à prélever les 2/3 du rein gauche suivi d'une ablation totale du rein droit afin de 
produire des rats IRC. Les rats des groupes EPO ont reçu la rHuEPO 2 fois par semaines, 
à raison de 100 UI/Kg injectées par voie sous-cutanée. 
2.3. Protocole d'exercice : 
 Les rats des groupes exercice ont été sujet à un protocole d'entraînement (course) 
sur tapis roulant pendant 7 semaines, 60 minutes par jour, 5 fois par semaine. 
2.4. Les paramètres étudiés : 
 -L'évolution de la pression artérielle systolique a été mesurée chaque semaine par 
plethysmographie indirecte au niveau de l'artère caudale. 
 - L'évaluation de la fonction endothéliale a été faite sur l'aorte thoracique isolée en 
chambre d'organe. Étude ex-vivo de la vasorelaxation dépendante et indépendante de 
l’endothélium, en réponse à l’acétylcholine et au nitroprussiate de sodium 
respectivement. La vasodilatation endothelium-dépendante en réponse à l'augmentation 
du flux intravasculaire a été évaluée au niveau des petites artères mésentériques isolée, 
perfusée et pressurisées. De plus, les paramètres morphologiques de ces dernières ont été 
mesurés. 
 -L'expression et la phosphorylation de la eNOS ont été évaluées par Western 
blotting au niveau de l'aorte et du rein. 
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 -Les paramètres biochimiques de l'IRC ont été mesurés au niveau sanguin et 
urinaire : hématocrite, hémoglobine, créatinémie/urie, urémie, albuminurie, TBARS. 
 -La fibrose a été évaluée au niveau de coupes histologiques du rein et par la 
mesure de l'expression de la voie fribrogénique via les MAPK erk 1/2. 
 -L'évaluation du stress oxydant a été faite par la mesure de l'activité et 
l'expression de la NAD(P)H oxydase et des ses sous-unités (p67phox et les Nox2 et 
Nox4) au niveau de l'aorte et du rein. 
 - L'évaluation du statut anti-oxydant a été faite par la mesure de l'expression de la 
thiorédoxine et la SOD-1 au niveau de l'aorte et du rein. 
3. Résultats principaux : 
3.1. Les effets de l'exercice chez le rat IRC : 
 -Prévient le développement de l'HTA chez le rat IRC. 
 -Améliore la performance des rats IRC. 
 -Protège la fonction endothéliale au niveau de l'aorte et des petites artères 
mésentériques. 
 -Améliore les paramètres et les marqueurs de la fonction rénale (Clairance de la 
créatinine, créatinémie et albuminurie). 
 - Empêche la fibrose rénale en diminuant le dépôt de collagène au niveau rénal et 
abaisse l'expression rénale des MAPK erk 1/2. 
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 -Améliore le statut oxydant au niveau du rein en diminuant l'activité de la 
NAD(P)H oxydase et l'expression de la p67phox et de la Nox4. 
 -Augmente la phosphorylation de la protéine eNOS au niveau de l'aorte.  
3.2. Les effets du traitement rHuEPO chez le rat IRC : 
 -Altère la fonction endothéliale au niveau de l'aorte et de manière plus prononcée 
au niveau des petites artères mésentériques. 
 -Augmente l'hématocrite et le taux d'hémoglobine. 
 -Améliore le stress oxydatif systémique via la diminution du taux des TBARS 
aussi bien dans le plasma que dans les urines. 
 -Augmente la phosphorylation de la eNOS et diminue l'expression des MAPK erk 
1/2. 
3.3. Les effets de l'exercice combiné au traitement rHuEPO : 
 -Prévient l'élévation de la pression artérielle chez les rats IRC. 
 -Améliore encore plus la performance des rats IRC par rapport à  ce que peut 
améliorer l'exercice seul. 
 -Altère la fonction endothéliale au niveau des petites artères mésentériques par 
rapport à l'exercice seul. 
 -L'effet bénéfique de l’exercice sur la créatinémie et la clairance de la créatinine 
est altéré par le traitement rHuEPO. 
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 -Aggrave la dysfonction rénale, avec une augmentation excessive de 
l'albuminurie. 
 -Aggrave la fibrose et augmente l'expression des MAPK erk 1/2  au niveau rénal 
(contrairement à l'effet séparé de l'exercice ou du la rHuEPO sur cette protéine). 
 -Augmente l'activité de la NAD(P)H oxydase au niveau rénal (contrairement à 
l'effet séparé de l'exercice ou du la rHuEPO sur cette activité). 
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Abstract 
Chronic kidney disease (CKD) is associated with endothelial dysfunction accompanied 
by pathogenetic factors which contribute to arterial hypertension (HT) and coronary 
artery disease. CKD is classically treated with recombinant human erythropoietin 
(rHuEPO) which can also induce HT and aggravate cardiovascular morbidity. Increasing 
evidence indicates that exercise has cardiovascular protective properties. Here we 
questioned whether physical training prevents development of HT and vascular and renal 
injury induced by CKD in rats treated with rHuEPO. Rats with 5/6 renal mass ablation 
were submitted to treadmill exercise for 7 weeks. Rats were treated (CKD+EPO) or not 
with rHuEPO (100 IU/kg). Blood pressure was measured weekly. Aortic vasorelaxation 
to acetylcholine and vasodilatory response to increased intravascular flow of isolated 
perfused mesenteric small arteries were assessed. Blood pressure increased significantly 
in CKD and CKD+EPO rats. HT was prevented in CKD+Ex and CKD+EPO+Ex rats. 
Aortic vasorelaxation was significantly impaired in CKD and CKD+EPO rats. Exercise 
improved vasorelaxation in CKD, with lesser effects in CKD+EPO+Ex rats. Impaired 
mesenteric vasodilatation in response to increase intravascular flow in the CKD rats was 
also significantly improved by exercise. Sirius red staining showed marked renal fibrosis 
in CKD rats. Fibrosis, creatinemia and albuminuria were reduced by exercise alone but 
were aggravated in CKD+EPO+Ex rats. NAD(P)H oxidase activity and Nox4, p67phox, 
and MAPK erk1/2 expression were increased in kidneys from CKD rats. Exercise or 
rHuEPO prevented these increases. However, NADPH oxidase activity and MAPK 
erk1/2 expression remained elevated in kidney of CKD+EPO+Ex rats. Our data suggest 
that exercise alone has a protective effect against vascular and renal dysfunction and 
renal fibrosis. These protective effects are related to an inhibition of NAD(P)H oxidase 
activity and MAPK erk1/2 signaling pathways. However, exercise combined with 
rHuEPO treatment has deleterious effects on renal function and structure in CKD rats. 
These noxious effects seem related to stimulated NAD(P)H oxidase and MAPK erk1/2 
signaling pathways. Despite cardiovascular and renal protective effects of exercise 
training, these findings highlight potentially damaging effects in renal function and 
structure by combining exercise with rHuEPO treatment in CKD. 
 
 
 
 
 
Keywords: rHuEPO, Endothelial dysfunction, 5/6 nephrectomy, Exercise, Hypertension, 
NAD(P)H oxidase 
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Introduction 
 Chronic kidney disease (CKD) is a progressive loss of kidney function. The 
kidneys attempt to compensate for renal damage by hyperfiltration within the remaining 
functional nephrons. Over time, hyperfiltration causes further loss of function. 
Cardiovascular complications are at the origin of most half of deaths in CKD patients. 
Arterial hypertension (HT), atherosclerosis and uremic state are the three major factors 
that lead to heart attacks. The majority of CKD patients present HT (Tedla et al., 2011). 
Many uremic state factors amplified the risk of HT: anemia, impaired phospho-calcic 
balance, rise in endothelin-1 and inhibition of nitric oxide (NO) synthesis in the kidney 
(Bai et al., 2006). Endothelial dysfunction seems to be a crucial mediator of increased 
cardiovascular risk observed among patients with CKD (Malyszko, 2010). Close 
association between microalbuminuria and systemic endothelial dysfunction renders renal 
vascular function an important marker for the severity of cardiovascular damage 
(Ochodnicky et al., 2006). Furthermore, changes in renal endothelial function, associated 
with exacerbated stress oxidative and inflammatory process might be involved in the 
progression of renal end-organ damage (Ochodnicky et al., 2006). CKD patients show 
vascular, renal and systemic oxidative stress. Even a minor impairment such a slight 
decrease glomerular filtration may be associated to an increase of oxidative stress leading 
to an endothelial dysfunction (Vaziri et coll., 1998).  
It has been reported that exercise may influence the progression of chronic renal 
disease in both man and animals (Goldberg et al., 1986 ; Heifet et al., 1987). Exercise 
training, which has some potential for improving cardiovascular and metabolic disorders, 
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is beneficial in the treatment of many chronic disease states including HT (Mc Mahon 
and Palmer, 1985), and atherosclerosis (Pellegrin et al., 2009). Increasing evidence 
suggests that exercise may improve endothelial function, ameliorate vascular injury and 
protect against cardiovascular disease in patients with CKD by attenuating oxidative 
stress. The anti-oxydant and anti-inflammatory effects of exercise have been attributed, in 
part, to inhibition of NAD(P)H oxidase-derived reactive oxygen species production 
(ROS) (Adams et al., 2005; Petersen and Pedersen, 2005). Oxidative stress is mainly 
caused by an imbalance between the activity of endogenous pro-oxidative enzymes (such 
as NADPH oxidase) and antioxidant enzymes (such as superoxide dismutase and 
thioredoxin peroxidase/peroxiredoxin) (Förstermann, 2008). The main objective of the 
present study was to determine the possible molecular mechanisms through which 
exercise improved cardiovascular risks and renal function in CKD rats.  
Another part of our study concerns the influence of recombinant human 
erythropoietin (rHuEPO) on beneficial effect of exercise training. RhuEPO has been 
widely used for long-term treatment of anemia that is associated with chronic renal 
failure (Goodnough et al., 2000). Although rHuEPO effectively abolishes symptoms of 
anemia, it has side-effects (Maschio 1995). The rheologic, hemodynamic and metabolic 
modifications induced by rHuEPO are likely to play a key role in the occurrence of 
cardiovascular events: rHuEPO therapy may increase blood pressure, erythrocyte mass 
and blood viscosity (Smith et al. 2003). Recent evidence suggests that rHuEPO 
accentuates a pre-existing endothelial dysfunction. Transgenic mice overexpressing 
human EPO did not develop HT and thromboembolic disorders despite a severe 
polyglobulia and a high hematocrit (>80%). But when NO synthesis was inhibited, it was 
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observed a high rate of mortality (Ruschitzka et al. 2000). Recently, we have reported the 
cardiovascular effects of chronic administration of rHuEPO in exercise-trained rats 
treated with an inhibitor of NO synthesis (L-NAME) (Meziri et al., 2011). In these 
conditions, rats quickly develop high blood pressure, a markedly impaired endothelial 
function and defective endothelium-dependent vasodilatation in both isolated aorta and 
isolated perfused mesenteric arteries, and half of them died during exercise and recovery 
period. Since chronic renal disease is associated with an endothelial dysfunction and 
cardiovascular risks and towards these preliminary data, it seems of interest to study the 
impact of the combined exercise/rHuEPO treatment on the cardiovascular and renal risks 
of the CKD rats.  
 
Methods 
Animals and treatments 
Seven week-old male Wistar rats were purchased from Charles River (L’Arbresle, 
France). Animals were kept in a temperature-controlled room (22 ± 2°C), at 50–60% 
humidity, with a reversed 12:12-h light–dark cycle. Food and distilled water were given 
ad libitum. The housing and care of the animals and all experimental procedures were 
conducted in compliance with the european convention for the protection of vertebrates 
animals used for experimental and other scientific purposes (European Union Directive 
86/609EEC, 1986). Animals were randomly assigned to the CKD and sham-operated 
control groups.  
Travaux expérimentaux 
94 
 Animals assigned to the CKD groups underwent five-sixths nephrectomy. Under 
general anesthesia (pentobarbital sodium, 50 mg/kg ip), the animals were subjected to a 
two-thirds left nephrectomy followed by a right nephrectomy to produce CKD.  
 Rats were divided into five groups: 1/ Sham (control group), 2/ CKD (5/6 
nephrectomy), 3/ CKD+Ex (CKD + exercise), 4/ CKD+EPO (CKD + rHuEPO 
treatment), and 5/ CKD+EPO+Ex. EPO groups received 100 UI/kg rHuEPO (Epoietin 
beta, NeoRecormon®, Roche, Rosny-sous-Bois, France) twice a week by subcutanous 
injections. The control groups received the vehicle (saline 0.9%).  
 
Exercise protocol 
The exercise training protocol was adapted from a previous procedure with modifications 
(Yang et al., 2002). One week after the surgery, rats were trained on a motor treadmill 
(Columbus Instruments, Columbus, OH, USA) at a speed of 20 m/min for 60 min (5 days 
per week) during 7 weeks. At the end of the protocol, an effort test was made, which 
consisted of making the rats run, starting at 10 m/min and increasing the speed (4 m/min 
every 2 minutes) until exhaustion. We considered the rats exhausted when they stopped 
running 3 times for 10 seconds. 
 
Blood Pressure measurements 
Systolic blood pressure (SBP) was measured in conscious rats after warming and slight 
restriction, by the indirect plethysmographic tail-cuff method using an automatic BP 
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monitoring system (BP 2000, Visitech System, Apex NC, USA). The average of 8-10 
readings was used for analysis. 
 
Isolated aorta studies 
After sacrifice, the descending thoracic aorta was rapidly dissected, cleaned from 
loose connective tissue and immersed in physiological salt solution (PSS) composed of 
(mM): NaCl 118, KCl 4.7, NaHCO3 25, CaCl2 2.5, MgSO4 1.2, KH2PO4 1.2 and glucose 
11; bubbled with a mixture of 95% O2 and 5% CO2 at pH of 7.4. Two aortic rings (2-
3mm long) per rat were studied in parallel (one for each drug studied as described 
below). The rings were then suspended horizontally between two L-shaped stainless steel 
hooks in organ chambers which contained 10 ml of PSS maintained at 37°C. Isometric 
tension was measured using a force displacement transducer (EMKA Technologies, Falls 
Church, VA, USA) connected to the upper hook. During an equilibration period of 60 
min, aortic rings were progressively stretched to their optimal passive tension (2g) as 
assessed by the response to 100 mM KCl. The rings were then exposed to norepinephrine 
(10−7 M) (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). Endothelial integrity was 
confirmed before the experiment by testing relaxation induced by acetylcholine (10−6 M) 
(Sigma Aldrich) under norepinephrine (10−7 M) pre-contracted conditions. After this 
procedure, the rings were washed and allowed to re-equilibrate to baseline tension for 60 
min. Endothelium-dependent relaxation was assessed by cumulative concentration–
response curves to acetylcholine (10-10 to 10–4 M). Endothelium-independent relaxation 
was evaluated by cumulative concentration–response curves to sodium nitroprusside (10-
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10
 to 10–4 M) (Sigma Aldrich). 
 
Isolated and perfused mesenteric resistance arteries studies 
The preparation and monitoring of isolated and perfused mesenteric resistance arteries 
have been described in detail previously (Laurant et al., 1997). A third-order branch of 
the mesenteric artery was carefully dissected and mounted in a pressure myograph 
chamber (Living System Instrumentation Inc, Burlington, VT, U.S.A.) containing PSS 
bubbled with 95% O2 – 5% CO2 and maintained at 37°C. The artery was bathed in a 10-
ml organ bath containing a cold PSS. The bath solution was changed continuously at a 
rate of 10 ml/min. The pressure at both ends of the artery was monitored by pressure 
transducers. Intravascular flow and pressure were adjusted by means of a pressure-servo 
system (Living System Instrumentation Inc). After intravascular pressure and flow were 
established, the arterial segments were checked for leaks, which were identified by a 
reduction in the preset intraluminal pressure. The arterial segments were then 
equilibrated for 1h under a pressure of 60 mmHg (preliminary studies have shown that 
vessels developed an optimal level of myogenic tone under this pressure value).  
 The viability of each artery was tested before the experimental protocol. Arterial 
segments were considered viable and used in the study if they fully constricted in 
response to high-potassium PSS (120 mM NaCl replaced by an equimolar amount of 
KCl), containing 10 mM norepinephrine (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, 
France) in PSS. The integrity of endothelium was confirmed if norepinephrine-
precontracted segments fully dilated in response to 10 mM acetylcholine (Sigma-Aldrich) 
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in PSS. 
 After a 30 min equilibration, media thickness and lumen diameter were measured 
with a microcomputer-based video-imaging system. Flow-induced vasodilatation was 
expressed as an increase in equilibrium internal diameter when intravascular flow was 
increased in steps of 10 µl.min-1 from 0 to 100 µl.min-1 in vessels subjected to 60 mmHg. 
 
Histological analysis 
 Kidney tissues were fixed in 4% formaldehyde solution for 24 hours at 4°C, 
dehydrated, embedded in paraffin, and sectioned transversely (4 µm). Sections were 
stained with hematoxylin and Sirius red and scored for vascular damage and collagen 
deposition. Collagen content was assessed qualitatively according to the intensity of 
staining (see table 1 for scores). 
 
Biochemical analysis 
 After 7 weeks, the animals were placed in metabolic cages for a 24-h urine collection. 
The rats were then anesthetized with pentobarbital (50mg/kg), blood samples were drawn 
from the abdominal aorta and collected in tubes containing EDTA for measurement of 
hematocrit and hemoglobin rates by classical methods (ADVIA®60 Bayer). Heart and 
aorta were excised, washed, blotted, and weighed. Tissues were frozen in liquid nitrogen 
and stored at –80°C.  
 Plasma and urine levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were 
measured by a colorimetric method. Briefly, plasma was mixed with 2% butylated 
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hydroxytoluene and quintanilla reagent (26 mmol/L of thiobarbituric acid and 15% 
trichloroacetic acid). The mixture reaction was boiled for 15 minutes. Thereafter, the 
reaction mixture was cooled and centrifuged at 3000g for 10 minutes. The soluble phase 
was measured with a spectrophotometer at a wavelength of 535 nm. In parallel, 
malondialdehyde standards were diluted in the range of 0 to 4  µmol/L. TBARS values 
were expressed in nanomoles per milliliter of malondialdehyde equivalents. Uremia, 
serum and urine creatinine and albuminuria were measured by automated methods at the 
hospital laboratory.  
 
NAD(P)H oxidase activity by enhanced lucigenin chemiluminescence  
The lucigenin-derived chemiluminescence assay was used to determine NAD(P)H 
oxidase activity in renal and aorta tissues homogenates 10% (wt/vol) prepared in 
phosphate buffer (20 mmol/L of KH2PO4, 1 mmol/L of EGTA, and protease inhibitors 
[pH 7.4]) with a glass-to-glass homogenizer. The reaction was started by the addition of 
NAD(P)H (0.1 mmol/L) to the suspension (250 µL of final volume) containing sample 
(50 µL), lucigenin (5 µmol/L), and assay buffer (50 mmol/L of KH2PO4, 1 mmol/L of 
EGTA, and 150 mmol/L of sucrose [pH 7.4]). Luminescence was measured every 1.8 
seconds for 3 minutes in a luminometer (Orion Luminometer, Berthold detection 
systems). Buffer blank was subtracted from each reading. Activity was expressed as 
arbitrary units per milligram of protein. Protein concentrations were determined with 
protein assay reagent (Bio-Rad Laboratories). 
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Western blotting 
Renal and aorta tissues were used as follows. Frozen tissue was homogenized in lysis 
buffer A (50 mmol/L of Tris/HCl [pH 7.4], 5 mmol/L of EGTA, 2 mmol/L of EDTA, 0.1 
mmol/L of PMSF, 1 mmol/L of pepstatin A, 1 mmol/L of leupeptin, and 1 mmol/L of 
aprotinin). Half of the homogenate was used for total fraction protein analysis. Total 
proteins were separated by electrophoresis on a 10% polyacrylamide gel and transferred 
onto a nitrocellulose membrane. Nonspecific binding sites were blocked with 5% skim 
milk in Tris-buffered saline solution with Tween for 1 hour at 24°C. Membranes were 
then incubated with specific antibodies overnight at 4°C. Phosphoantibodies were as 
follows: Anti-p-eNOS (Ser1177) diluted 1:200 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA). The respective nonphospho-antibodies (1:2000) were also used: anti-Nox2, anti-
Nox4 and anti-p67phox (Santa Cruz Biotechnology) and against ERK1/2 (Cell Signaling) 
and against total endothelial nitric oxide synthase (eNOS) diluted 1:200 (Santa Cruz 
Biotechnology) and against Cu/Zn Superoxide Dismutase "SOD-1" (Biovision) and 
against thioredoxin (Abcam). After incubation with secondary antibodies, signals were 
revealed with chemiluminescence, visualized by autoradiography, and quantified 
densitometrically. GAPDH was used as housekeeping proteins. 
 
Statistical analysis 
All values are expressed as the mean ± SEM. Statistical comparisons between 
groups were made by analysis of variance (one-way ANOVA) followed by Student-
Newman-Keuls test for multiple comparisons using the Prism program (version 5, 
GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Significance was considered present 
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when probability values were <0.05. 
 
Results 
Systolic blood pressure 
At the end of the protocol, the systolic blood pressure was significantly greater in 
CKD and CKD+EPO rats as compared to Sham rats (p<0.05). Exercise alone or 
combined to rHuEPO treatment prevented the rise in blood pressure (p<0.05) (Table 1). 
 
Endurance test 
Exercise training significantly improved the performance of CKD (p<0.05) as 
compared to sedentary (sham and CKD) rats. Furthermore, the performance was 
significantly greater in CKD+EPO+Ex rats (p<0.05). In sedentary CKD rats, rHuEPO 
had no effect (Table1). 
 
Blood and urine parameters 
rHuEPO treatment significantly increased hematocrit and hemoglobin levels in 
sedentary and trained CKD rats (p<0.05) (Table 1). Concerning renal function markers,  
blood urea concentration was greater in CKD groups as compared to sham group 
(p<0.05). Neither exercise or rHuEPO treatment modified the uremia. Serum creatinine 
concentration was significantly greater in CKD groups as compared to sham group 
(p<0.05). RhuEPO treatment did not modify creatinemia. Exercise diminished its level in 
CKD rats only when they were untreated with rHuEPO (p<0.05). Creatinine clearance 
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was significantly lower in CKD rats treated or not with rHuEPO as compared to the sham 
rats (p<0.05). Exercise significantly prevented the decrease in creatinine clearance in the 
CKD rats (p<0.05), but not when exercise was combined with rHuEPO treatment. 
 Albuminuria level was significantly greater in CKD rats as compared to sham rats 
(p<0.05) but this increase was much higher when CKD rats were treated with rHuEPO 
combined to exercise as compared to sham and CKD+Ex rats (p<0.01) (Table 1). On the 
contrary, exercise alone prevented the rise in albuminuria in CKD rats. 
 
Plasma and urine TBARS (systemic oxidative stress) 
In both plasma and urine, TBARS level increased markedly in CKD rats as 
compared to sham rats (p<0.05). Exercise did not modify TBARS levels. However, 
rHuEPO treatment, alone or combined to exercise, significantly corrected lipid 
peroxidation (p<0.05) (Table 1). 
 
Endothelial function in isolated aorta and isolated and perfused mesenteric arteries 
 Acetylcholine-induced relaxation of aorta was altered in CKD rats as compared to 
sham rats (p<0.05). Exercise corrected this alteration in both CKD+EX and 
CKD+EPO+EX groups. rHuEPO treatment slightly and significantly improved the  
acetylcholine-induced relaxation without corrected it entirely (Fig. 1a). Endothelium-
independent relaxation to sodium nitroprusside was similar between all groups (data not 
shown).  
 In response to increased intravascular flow rate, vasodilatation of mesenteric 
arteries was markedly impaired in CKD rats as compared to sham rats (p<0.05) (Fig. 1b). 
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rHuEPO treatment aggravated the impaired vasodilation in CKD rats (p<0.05). Exercise 
significantly improved flow-induced vasodilation in CKD rats, as well as CKD rats 
treated with rHuEPO (p<0.05). 
 
Arterial morphology of isolated and perfused mesenteric arteries 
Media thickness, media/lumen ratio and media cross-sectional area of  mesenteric 
arteries were significantly greater in CKD rats  than those in sham rats (p<0.05). Lumen 
and external diameters did not change (Table 2). rHuEPO did not modify all the 
morphological parameters of mesenteric arteries. Media thickness, media/lumen ratio and 
media cross-sectional area were significantly lower in CKD+Ex than in CKD rats 
(p<0.05). In CKD+EPO+Ex rats, lumen diameter of arteries was greater than in others 
groups (p<0.05). Although media thickness and media/lumen ratio were lower in 
CKD+EPO+Ex rats versus CKD+EPO rats, media cross-sectional area was not changed. 
 
Kidney fibrosis 
 Histological slides of kidney stained with red Sirius showed collagen deposition in  
CKD rats as compared to sham rats. There was less collagen deposition in kidney tissue 
of CKD+Ex rats than CKD control rats. rhuEPO treatment did not have effect on renal 
fibrosis of CKD rats. However, when these latter were submitted to the combination 
exercise training and rHuEPO treatment, collagen deposition was aggravated in kidney 
tissue (Fig. 2 and Table 1). 
 
NAD(P)H oxidase activity, and p67phox, Nox4 and Nox2 expression in kidney and 
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aorta 
 There was no significant differences in aortic NAD(P)H oxidase activity between all 
groups (Fig. 3A). NAD(P)H oxidase activity was higher in kidney of the CKD rats as 
compared to sham rats (p<0.05) (Fig. 3D). NAD(P)H oxidase activity was significantly 
diminished in CKD+EPO and CKD+Ex rats (p<0.05). However, when exercise and 
rHuEPO treatment were combined, NAD(P)H oxidase activity remained as higher as in 
CKD control rats. 
 To asses the expression of NAD(P)H oxidase, we assessed expression of p67phox, 
Nox4 and Nox2 subunits. The p67phox and Nox4 expression were significantly greater in 
kidney of CKD rats as compared to sham rats (p<0.05). Exercise training and rHuEPO 
treatment, alone or combined, significantly decreased kidney expression of p67phox  
(p<0.05). Nox4 expression was decreased by exercise alone or combined with rHuEPO 
treatment (p<0.05) (Fig. 2E-F). Nox2 expression was not modified in kidney (data not 
shown). 
 Neither CKD, exercise nor rHuEPO changed p67phox, Nox2 (data not shown) and 
Nox4 expression in aorta (Fig. 3B and 3C).  
 
eNOS expression and phosphorylation in kidney and aorta 
 In kidney, eNOS phosphorylation was no different between all groups. eNOS 
expression was lower in the kidney of CKD, CKD+EPO and CKD+Ex rats as compared 
to sham rats (p<0.05) (Fig. 4C and 4D). However, the combination of exercise and 
rHuEPO treatment significantly increased eNOS expression to sham levels (p<0.05). 
 In aorta, eNOS phoshorylation was not different between sham and CKD rats. eNOS 
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phosphorylation was significantly higher in aorta of CKD+EPO and CKD+Ex rats than in 
CKD rats, but not in CKD+EPO+Ex rats. eNOS expression was not different between all 
groups (Fig. 4A and 4B). 
 
SOD-1 and thioredoxin expression in kidney and aorta 
 In kidney, SOD-1 and thioredoxin expression was significantly lower in CKD, 
CKD+EPO, CKD+Ex and CKD+EPO+Ex rats as compared to sham rats (p<0.05). 
Exercise and/or rHuEPO did not modify their expression (Fig. 5C and 5D).  
 
Erk1/2 in kidney 
 To check kidney fibrosis, fibrogenic signaling pathway erk1/2 expression was 
assessed. Kidneys of CKD rats showed a significant increase in erk1/2 expression as 
compared to sham rats (p<0.05). Expressions of erk1/2 were significantly decreased in 
kidney of CKD+EPO and CKD+Ex rats as compared to CKD control rats (p<0.05) (Fig. 
6). However, erk1/2 expression remained significantly higher when CKD rats were 
submitted to both exercise training and rHuEPO treatment (p<0.05).  
   
Discussion 
 The present study shows that exercise training prevents blood pressure elevation, 
endothelial and renal dysfunction and exerts renal anti-oxidant and anti-proliferative 
effects in CKD rats. However, when exercise was combined with rHuEPO treatment, 
some training benefits were blunted: rHuEPO treatment aggravated renal function and 
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fibrosis.   
 Renal dysfunction in CKD rats is associated with cardiovascular risk factors such 
as impaired endothelium- and NO-dependent vasorelaxation (Annuk et al., 2005). Kidney 
function in CKD rats is also markedly altered with increased uremia, creatinemia and 
albuminuria, and increased collagen deposition (Muller et al., 2010). All these findings 
are consistent with the development of HT in this experimental model (Cho et al., 2009).  
As it is shown in the present study and others, these functional alterations are associated 
with an increased systemic and renal oxidative stress (Thomas et al., 2003), characterized 
by an increased urine TBARS production, stimulated NAD(P)H oxidase signalling 
pathway and reduced  antioxidant defences SOD-1 and thioredoxin in kidney.  
 It is well-established that exercise training has beneficial effects on cardiovascular 
status (Jasperse and Laughlin, 2006). Exercise decreases elevated blood pressure and 
prevents rise in blood pressure in the most experimental models of HT such as 
spontaneously hypertensive rats, L-NAME hypertensive rats and 5/6 nephrectomy 
hypertensive rats (Agarwal et al., 2011 ; Meziri et al., 2011 ; Lu et al., 2009). In the 
present study, exercise training prevents the rise in blood pressure of CKD rats, as 
expected. This beneficial effect is associated with improved arterial morphology and 
functional properties. CKD induced the thickening of the media, enlargement of the 
media CSA with increased media/lumen ratio in the small mesenteric arteries without 
change of lumen diameter. These morphological changes indicate that CKD-induced HT 
is associated with an hypertrophic remodelling (Mulvany, 1999). Exercise training 
however diminishes media thickness, media/lumen ratio and media CSA of mesenteric 
arteries of CKD rats, suggesting that the anti-hypertensive effect of exercise training is 
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accompanied by beneficial structural changes of the media of small arteries that 
contribute to limit vascular tone elevation. 
 It is also demonstrated that exercise training improves the endothelium- and NO-
dependent relaxation in both aorta and small mesenteric arteries and prevents renal 
dysfunction of CKD rats, as it has been previously reported in the same experimental 
model and in patients suffering of kidney disease (Boyce et al., 1997; Pechter et al., 
2003; Anderson et al., 2004). These beneficial vascular and renal effects probably 
contribute to prevent the rise in blood pressure, the development of HT, and to limit the 
risk of cardiovascular diseases and renal damage. Alteration in endothelial- and NO-
dependent vasorelaxation is totally prevented when isolated aorta from CKD rats 
submitted with exercise was stimulated by a pharmacological agent acetylcholine. On the 
other hand, when physiologically stimulated by increased vascular flow, endothelial and 
NO-dependent vasodilatation of mesenteric arteries was partially corrected. The 
discrepancy is not clear. However, it may be related to the stimulated level of released 
endothelial NO which may be greater with pharmacological stimulus such as 
acetylcholine than with physiological stimulus such as intravascular flow and mechanical 
shear stress. eNOS/NO signaling plays a critical role in vasorelaxation, and its attenuation 
can result in dysfunctional vasorelaxation. Although eNOS expression and eNOS 
phosphorylation were not altered in aorta from CKD rats, exercise training is able to 
increase eNOS phosphorylation at Ser1177, confirming the well-known stimulating effect 
of exercise on vascular function through increased eNOS activity (Jenkins et al., 2011). 
The fact that exercise corrects endothelial dysfunction suggest that exercise prevented the 
cardiovascular risk via the improvement of vascular oxidative status (De Moraes et al., 
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2008 ; Mayhan et al., 2010 ; Dal-Ros et al., 2011). In our study, systemic oxidative stress 
is elevated in CKD rats. Several enzymes can produce ROS such as NAD(P)H oxidase. 
This enzyme is the major source of ROS in cardiovascular system, with increased activity 
in the vessel wall of hypertensive animals (Zalba et al., 2000 ; Beswick et al., 2001 ; 
Hayashi et al., 2005). However, in our study, NAD(P)H oxidase activity and expression 
of subunits p67, Nox2 and Nox4, and expression of the antioxidative proteins SOD-1 and 
thioredoxin remain as the sham levels in aorta of CKD rats. Furthermore, exercise 
training does not change expression and activity of all these enzymes. Taken together, 
these data indicate that endothelial dysfunction in aorta from CKD rats seems related to 
others signaling pathway alterations. Xanthine oxidase and eNOS uncoupling can also 
produce ROS and decrease NO biodisponibility as it has been previously observed 
(Montezano and Touyz, 2011). It is also suggested in the present study that the beneficial 
effect of exercise may be linked in part, to the increased release of NO by vascular 
endothelium via an increased eNOS activity. Further studies are however needed to 
understand the beneficial effects of exercise on endothelial dysfunction in CKD rats.  
 The most important effect of the exercise training was observed at the level of the 
kidney of CKD rats. Renal dysfunction and damage in CKD rats are associated with an 
elevated oxidative stress in kidney tissues (Coelho et al., 2005). Renal eNOS expression 
was down-regulated, as well as expression of the antioxidant enzymes SOD-1 and 
thioredoxin. Renal dysfunction was accompanied by elevated NAD(P)H oxidase activity 
with up-regulation of the isoform Nox4 (but not Nox2) and the cytosolic subunit p67 
phox. Exercise training restored renal function and limit collagen deposition and fibrosis 
in kidney of CKD rats. However, few experimental studies are available regarding the 
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influence of exercise on the progression of renal disease. Most of them report a decrease 
in serum creatinine level, an increase in glomerular filtration rate, and a reduction of renal 
fibrosis and glomerulosclerosis (Lu et al., 2009 ; Kanazawa et al., 2006 ; kohzuki et 
al.,2001  Osato et al 1990 ; Heifets et al., 1987), but not all (Bergamaschi et al., 1997). 
The mechanism underlying the renal protective effect of exercise is not known. The 
present study suggest that it may be related to reduced NAD(P)H oxidase activation and 
corrected p67phox and Nox4 expressions, without significant change in the antioxidant 
defences. Several reports have shown a reduced activity and expression of NAD(P)H 
oxidase in cardiovascular tissues (heart and blood vessels) of most experimental 
hypertensive models such as nephrectomized hypertensive rats (Bai et al., 2009) and high 
fat diet-induced obese and hypertensive rats (Touati et al., 2011). NAD(P)H oxidase 
plays an important role in kidney tissue. Its expression and activity are regulated by 
several factors such as mechanical stress, hypoxia, and inflammatory cytokines which are 
markedly affected during renal insufficiency (Griendling et al., 2000). Thus, increased 
NAD(P)H oxidase-derived ROS production by kidney tissues can contributes to renal 
inflammation, injury and dysfunction by altering structural and functional molecules and 
by activating redox-sensitive signal transduction pathways (Touyz et coll., 2004). Thus, it 
is conceivable to suggest that exercise protects kidney function and structure by its well-
established anti-inflammatory and anti-oxidant properties (Szostak and Laurant, 2011) 
via a reduction in activity and expression of the NAD(P)H oxidase signaling pathway. 
 rHuEPO is known to stimulate erythropoiesis and to treat anemia associated with 
chronic renal failure (Moreno et al., 2000). Its chronic use is often associated with HT 
and thromboembolism, causing a high rate of cardiovascular mortality in renal failure 
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patients (Raine, 1988). In the present study, r-HuEPO treatment did not exert significant 
unfavorable effects in CKD hypertensive rats, some of them being protective. R-HuEPO 
did not change high blood pressure level, collagen deposition in kidney, albuminuria and 
creatinemia of CKD rats. However, it slightly improved the endothelium- and NO-
dependent vasorelaxation in aorta which may be related to the increased eNOS 
activation and phosphorylation at Ser1177. Furthermore, rHuEPO reduced systemic 
oxidative stress by reducing plasma and urinary TBARS and reduced NAD(P)H oxidase 
activity and p67phox and Nox4 subunits expression to the sham levels. Several studies 
have shown that rHuEPO have a protective effect against lipid peroxidation and 
oxidative stress and stimulates endothelial eNOS/NO signaling pathway (Bahcekapili et 
al., 2007; Kasap et al., 2008, Banerjee et al., 2000). These findings are in favour of 
rHuEPO treatment against cardiovascular morbidity and mortality in patients with CKD 
(Besarab and Soman, 2005).  
 It is demonstrated for the first time that the combinated exercise/rHuEPO 
treatment exerts deleterious and side-effects in CKD rats. Despite an increased 
endurance performance, a reduced systemic oxidative stress, an antihypertensive effect 
and a complete improvement of  endothelium- and NO-dependent vasorelaxation in 
aorta of CKD, as did exercise training, it is shown that the recovery of the flow- and NO-
dependent vasodilatation in small mesenteric arteries was blunted when trained CKD 
rats were concomitantly treated with rHuEPO. These findings suggest that rHuEPO 
opposes the beneficial effect of exercise in small arteries. However, the deleterious 
effects of the combination were more predominant on renal function and structure. 
exercise training combined with rHuEPO treatment did not correct creatinemia and 
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creatinine clearance, as did exercise training alone. Moreover, the combination 
exercise/rHuEPO markedly aggravated albuminuria and renal fibrosis, while exercise 
alone had opposite effects. Interstitial extracellular matrix expansion is the classical 
histological hallmark of chronic kidney injury and is usually the best structural correlate 
of the degree of renal functional loss and a strong predictor of progression risk (Risdon 
et al., 1968). The reason of a stimulated renal fibrosis induced by exercise/rHuEPO 
treatment in CKD rats is not known. However, it is probably related to the enhanced 
NAD(P)H oxidase activity, suggesting stimulated ROS release by kidney tissues. It may 
be also related to the expression of the MAPK erk1/2 which remained elevated when 
trained CKD rats were treated by rHuEPO, while exercise training or rHuEPO treatment 
alone down-regulated it. The fibrogenic signaling erk1/2 pathway is implicated in 
extracellular proliferation modulated by oxidative stress (Liu et al., 2010). Exercise and 
physical activity are well recognized and advised in the prevention of cardiovascular risk 
and recovery of physical performance in patients suffering of chronic renal failure 
(Kosmadakis et al., 2011). However, some clinical studies have previously reported 
unfavourable effect of exercise in patients with chronic renal failure (Clapp et al., 2011) 
and noxious cardiovascular effects in patients treated with rHuEPO (Annuk et al., 2006 ; 
Scalera et al., 2005). The present experimental findings highlight potentially damaging 
renal function and structure in combining exercise with rHuEPO treatment in CKD. 
 
 In conclusion, exercise prevents HT, endothelial and renal dysfunctions in CKD 
rats by stimulating vascular eNOS activity and diminishing renal NAD(P)H oxidase 
activity and Nox4 and p67phox expressions. Some beneficial effects of exercise are 
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blunted by rHuEPO treatment, particularly the kidney function aggravated by an 
excessive fibrosis and a stimulated NAD(P)H oxydase and MAPK erk1/2 signaling 
pathways. 
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Legends 
 Figure 1. (A) Cumulative concentration–response curves to acetylcholine on 
norepinephrine-precontracted isolated aortic rings. Data represent the mean ± SEM (n=8 
to 12). * p<0.05 versus Sham, CKD+Ex and CKD+EPO+Ex. (B) Lumen diameter 
difference in response to increased flow rate on norepinephrine-preconstricted perfused 
segments of mesenteric resistance arteries. Data represent mean ± SEM (n=8 to 12). * 
p<0.05 versus  Sham and CKD+Ex, $ p<0.05 versus Sham, § p<0.05 versus other groups. 
 Figure 2. Renal collagen deposition in the 5 groups. Renal sections were stained 
with Sirius red, and collagen content was assessed using a standard grading scheme 
(Table 1). Images are representative of 4  rats in each group. Magnification: x100.  
 Figure 3. NAD(P)H oxidase activity in aorta (A) and kidney (D) homogenates 
assessed by lucigenin-derived chemiluminescence. p67 phox expression in aorta (B) and 
kidney (E) tissues, Nox4 expression in aorta (C) and kidney (F) tissues and 
representative Western blots. Data represent the mean ± SEM (n=4 to 6). (E) * p<0.05 
versus other groups. (F) * p<0.05 versus Sham, CKD+Ex and CKD+EPO+Ex. 
 Figure 4. eNOS phosphorylation in aorta (A) and kidney (C) tissues, eNOS 
expression in aorta (B) and kidney (D) tissues and representative Western blots. Data 
represent the mean ± SEM (n=4 to 6). (A) * p<0.05 Sham and CKD, (D) * p<0.05 Sham 
and CKD+EPO+Ex. 
 Figure 5. SOD-1 expression in aorta (A) and kidney (C) tissues, thioredoxin 
expression in aorta (B) and kidney (D) tissues and representative Western blots. Data 
represent the mean ± SEM (n=4 to 6). * p<0.05 Sham. 
 Figure 6. erk 1/2 expression in kidney tissue and representative Western blots. 
Data represent the mean ± SEM (n=4 to 6). * p<0.05 versus Sham, CKD+Ex and 
CKD+EPO, $ p<0.05 Sham. 
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4. Discussion et conclusion : 
 Notre étude montre que l'exercice physique prévient l'élévation de la pression 
artérielle, les dysfonctions endothéliale et rénale chez le rat IRC. De plus, il exerce aussi 
un effet antioxydant et antiprolifératif. Par contre, quand l'exercice est combiné à un 
traitement rHuEPO, les effets bénéfiques de l'entraînement sont altérés : la combinaison 
aggrave la dysfonction et la fibrose rénale des rats IRC. 
 Nous avons montré dans cette étude que les altérations fonctionnelles 
(dysfonction endothéliale NO-dépendante et dysfonction rénale) liées à l'IRC, étaient 
associées à une augmentation du stress oxydatif systémique et rénal. Cette dernière est 
caractérisée par une augmentation de la production des TBARS urinaires et plasmatiques, 
une stimulation de l'activité de la NAD(P)H oxydase, de l'expression de ses sous-unités 
p67phox et Nox4 et une réduction des défenses antioxydantes, thiorédoxine et SOD-1, au 
niveau rénal. 
 L'effet bénéfique de l'exercice dans cette étude est associé à une amélioration de 
la morphologie des petites artères. L'IRC a induit un épaississement de la média, un 
élargissement de la surface de la média (media CSA) au niveau des petites artères 
mésentériques. Cependant, l'exercice a eu un effet protecteur, en diminuant le diamètre de 
la média, de sa surface et du rapport média/lumière chez les rats  IRC. Ceci suggère donc 
que l'effet anti-hypertenseur de l'exercice s'accompagne de changements structurels 
bénéfiques au niveau des petites artères. Les raisons de cette protection ne sont pas 
connues mais il est probable, que la prévention d'une élévation de la pression artérielle 
par l'entraînement et donc, d'une moins forte contrainte mécanique tangentielle sur la 
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paroi artérielle, contribue à prévenir un remodelage artérielle caractéristique de l'HTA au 
niveau des petites artères (Kuru et coll., 2009). 
 Il a été aussi démontré dans cette étude, une prévention de la dysfonction 
endothéliale par l'exercice au niveau de l'aorte et des petites artères mésentériques, ainsi 
qu'une prévention de la dysfonction rénale. Ces effets bénéfiques ont probablement 
contribué à la prévention de l'apparition et l'aggravation de l'HTA et les dommages au 
niveau rénal. Au niveau de l'aorte, où la fonction endothéliale a été complétement 
restaurée par l'exercice, nous avons observé une augmentation de la phosphorylation de la 
eNOS (Ser1177). Par contre, au niveau mésentérique, la réponse NO-dépendante au flux 
intravasculaire n'a pas été totalement corrigée. Ceci pourrait être expliqué par le fait que 
la réponse NO-dépendante et la production de NO est plus sensible à la stimulation 
pharmacologique par l'acétylcholine (aorte) qu'à la stimulation mécanique et 
physiologique en réponse aux forces de cisaillement (petites artères mésentériques). Par 
ailleurs, l'influence des petites artères, comme les petites artères mésentérique, sur le 
contrôle des résistances périphériques vasculaires et, conséquemment, l’apparition de 
l'HTA est plus grande que les changements fonctionnels au niveau de l'aorte qui est une 
artère de conduction avec des résistances à l’écoulement sanguin pratiquement nulles 
(Christensen et Buus, 2011). Nous n'avons pas mesuré au niveau du lit artériel 
mésentérique, l'activité et l'expression de la eNOS. Ces mesures, effectivement, nous 
auraient permis de vérifier si l'état de phosphorylation et l'expression de la eNOS 
corroborait le niveau de vasodilatation flux- et endothélium-dépendant enregistré au 
niveau de l'artère mésentérique du rat IRC avec ou sans entraînement. 
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 Les effets néfastes de l'IRC ont été beaucoup plus importants au niveau rénal 
qu'au niveau vasculaire. En effet, au niveau de l'aorte, nous n'avons pas observé de 
changements dans les statuts oxydant et antioxydants. L'activité NAD(P)H oxydase n'a 
pas été augmenté chez les rats IRC, ni diminuée par l'exercice. Différents travaux, montre 
le contraire, l'activité NAD(P)H oxydase est augmentée au niveau de l'aorte chez le rat 
néphrectomisé (5/6) (Vaziri et coll., 2010 ; Namikoshi et coll., 2009). Il se pourrait que 
dans notre étude, l'installation et l'accentuation d'un stress oxydant significatif au niveau 
de l'aorte auraient demandé plus de temps pour des raisons qui restent à déterminer. 
 Une autre importante observation dans cette étude, est l'effet bénéfique de 
l'exercice qui passe par l'amélioration du statut oxydant sans pour autant améliorer les 
défenses antioxydantes. En effet, l'exercice a diminué l'activité de la NAD(P)H oxydase 
et de l'expression de la p67phox et de la Nox4 au niveau rénal. Par contre, l'expression de 
la SOD-1 et de la thiorédoxine n'a pas été modulée par l'exercice. Ce qui suggère un effet 
direct de l'exercice sur la diminution de la production des ROS au niveau rénal. 
 Dans notre première étude, le L-NAME inhibe la eNOS en continue et en absence 
de NO, un effet vasoconstricteur semble perdurer avec la rHuEPO (lié à une production 
excessive d’ET-1 peut-être). Par contre, chez les rats IRC, l'exercice est soumis en même 
temps que l'IRC. Donc la dysfonction endothéliale n'est pas installée et l'exercice ne fait 
que prévenir ou ralentir son apparition. Pour cette raison, il serait bon de refaire cette 
étude en démarrant le protocole d'exercice et le traitement rHuEPO quelques semaines 
après l’ablation de la masse rénale et lorsque la dysfonction endothéliale est installée. En 
plus, dans ce cadre là, nous pourrions étudier les effets thérapeutiques de l’exercice et/ou 
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du traitement rHuEPO et non leurs effets préventifs. 
 Nous montrons que le traitement rHuEPO supprime les effets bénéfiques de 
l'exercice sur la fonction rénale. L'exercice combiné à un traitement rHuEPO n'a plus 
l'effet protecteur sur les niveaux de la créatinémie, de la clairance de la créatinine et 
l'expression des MAPK erk 1/2. De plus, cette dysfonction rénale a été aggravée. Nous 
avons observé une nette augmentation de l'albuminurie  (à un niveau deux fois supérieur 
à celui des rats IRC), un plus fort dépôt de collagène au niveau du tissu rénal et par 
conséquent, une fibrose plus prononcée. Ce qui nous ramène aux résultats de notre 
première étude et démontre encore une fois que l'exercice combiné à un traitement 
rHuEPO  peut avoir de graves conséquences sur les fonctions physiologiques, telle que la 
fonction rénale et sa structure. 
 En conclusion, nous avons démontré que l'exercice prévenait l'HTA, les 
dysfonctions endothéliale et rénale chez le rat IRC, en stimulant l'activité de la eNOS et 
en diminuant l'activité de la NAD(P)H oxydase rénale et l'expression de la p67phox et de 
la Nox4. Les effets bénéfiques de l'exercice sont altérés par le traitement rHuEPO 
notamment au niveau rénal. La dysfonction rénale est aggravée par une fibrose excessive 
et une stimulation de l'activité de la NAD(P)H oxydase et de la voie des MAPK erk 1/2. 
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 L'érythropoïétine recombinante humaine est indispensable dans le traitement des 
anémies, notamment chez les patients IRC. Son utilisation clinique a été largement déviée 
et nombreux sont les sportifs à l'avoir utilisé comme moyen de dopage afin d'augmenter 
leur capacités d'oxygénation, notamment dans les sports d'endurance (cyclisme, 
marathon...). Malgré les risques connus et malgré les morts suspectes depuis les années 
90, son utilisation abusive dans le monde du sport reste d'actualité.  
 Dans nos études, le traitement rHuEPO combiné à un entraînement induit de 
graves conséquences sur la fonction cardiovasculaire chez le rat "dopé" possédant une 
dysfonction endothéliale (induite par le L-NAME) et de graves conséquences sur la 
fonction rénale chez les rat IRC. Cette aggravation n'est pas observée chez les mêmes rats 
sédentaires (L-NAME+rHuEPO et CKD+EPO). L'exercice, connu pour ces effets 
bénéfiques, a donc été un facteur déterminant dans l'accentuation du risque vasculaire et 
rénal chez le rat traité à la rHuEPO. La présence d'une dysfonction endothéliale et, par 
conséquent, la diminution de la production de NO, semblent donc déterminantes dans 
l’absence de protection cardiovasculaire. De plus l'augmentation du stress oxydatif au 
niveau rénal chez les rats IRC, serait à la fois, à l'origine de la dysfonction endothéliale et 
la conséquence de cette dernière selon la littérature (Förstermann, 2010).  
 Les effets délétères connus de la rHuEPO semblent être accentués en présence 
d'une dysfonction endothéliale lors d'un exercice. Les voies de risques que nous 
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suggérons sont la diminution de la biodisponibilité de NO et malgré le taux inchangé 
d'ET-1 chez les rats L-NAME-rHuEPO-exercice, le déséquilibre aurait été en faveur de 
l'ET-1, dont les effets favorisantsts la vasoconstriction et la prolifération tissulaire 
pourraient expliquer l'HTA sévère des rats L-NAME sportifs, via une élévation des forces 
de cisaillement lors de l'exercice (Barhoumi et coll., 2011). Donc, il y a une augmentation 
de l'action vasoconstrictrice résultante de l'inhibition de la eNOS, de l'exercice physique 
et du traitement rHuEPO.  De plus, il a été démontré que le déclin de la production de NO 
peut aussi, en plus de stimuler la production d'ET-1, induire la production de taux élevés 
de cytokines pro-inflammatoires dans un contexte urémique (Gunthner et coll., 2009) 
(figures 8 et 9). 
 Il faut noter l'absence d'effet permissif néfaste de la combinaison 
rHuEPO/exercice chez les rats IRC, comme on a pu l'observer dans la première étude 
avec le L-NAME. En effet, contrairement à la première étude, l’exercice a pu corriger la 
pression artérielle chez le rat IRC malgré la présence d’une dysfonction endothéliale 
(figure 9). Cela pourrait être dû au fait que le L-NAME agit de façon plus efficace sur 
l’inhibition de la eNOS et que chez le rat IRC, on peut suggérer que la production de NO 
(non-mesurée) reste suffisante pour contrer les effets de la combinaison rHuEPO-
exercice. De plus, le L-NAME n’est pas spécifique à la eNOS, c’est un inhibiteur total 
des  différentes NOS (nNOS et iNOS). Il aurait été intéressant de refaire la première 
étude en utilisant des souris transgéniques déficientes n’exprimant pas la eNOS. 
 Il ne faut pas oublier l’importance du rein dans la régulation de la pression 
artérielle via le système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA). Ce qui nous mène à 
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nous demander comment, malgré la dysfonction rénale aggravée, la pression artérielle a 
été corrigée chez les rats IRC entraînés et traités à la rHuEPO ? On peut suggérer un effet 
compensatoire vasculaire systémique par l’amélioration de la dysfonction endothéliale. 
De plus, il a été démontré que l’exercice diminuait l’expression des récepteurs AT1 de 
l’Ang II et, de ce fait, diminuait largement la vasoconstriction (Adams et coll., 2005). 
 
rHuEPO
Augmentation   des forces 
de cisaillement
 NO
L-NAME
-
Exercice physique
vasoconstriction des territoires artériolaires + 
HTA
Mortalité élevée
+ +
+
 ET-1, catécholamines, Ang II
Figure 8 : Schéma représentant les effets proposés de la combinaison L-NAME+rHuEPO+exercice. L'exercice 
augmente les forces de cisaillement sur la paroi vasculaire, ce qui provoque la stimulation de la production de 
NO. D'un autre côté, le L-NAME inhibe la production de NO et la rHuEPO stimule la production et l'activité de 
vasoconstricteurs comme l'ET-1, les catécholamines et l'Ang II. Un déséquilibre entre la balance des 
vasoconstricteurs et vasodilatateurs s'installe en faveur des premiers. En absence de NO, la vasoconstriction 
est accentuée, l'HTA est augmentée et cet état mène à une mortalité élevée.
Système cardiovasculaire
Vasoconstricteurs
ET-1
Catécholamines
Ang II
Vasodilatateurs
NO
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Figure 9 : Schéma représentant les effets proposés de la combinaison IRC+rHuEPO+exercice. L'exercice qui a montré des effets bénéfiques au niveau rénal 
(augmentation de la clairance de la créatinine, diminution de l'albuminurie, diminution de l'expression des erk 1/2) montre un effet inverse quand il est combiné à la 
rHuEPO chez le rat IRC. L'IRC, via une augmentation de l'activité de la NAD(P)H oxydase augmente le stress oxydant (qui contribuerait à la dysfonction 
endothéliale) et de son côté la rHuEPO stimule la production et l'activité de vasoconstricteurs comme l'ET-1, les catécholamines et l'Ang II. Le rein présenterait  une 
réponse inflammatoire, une augmentation de l'expression des MAPK, un recrutement de cellules inflammatoires et de macrophages. Il s'ensuit une prolifération et 
une migration de fibroblastes qui aboutit finalement à la fibrose interstitielle. Ces altérations détériorent encore plus la fonction rénale (cf. Revue de littérature). Par 
contre, la combinaison rHuEPO+exercice diminue la pression artérielle chez le  rat IRC et prévient la dysfonction endothéliale au niveau de l'aorte.
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Les bénéfices de l’exercice seul chez le rat IRC semblent, dans notre étude, passer 
par l’amélioration du statut oxydant. En effet, l’activité de la NAD(P)H oxydase est 
diminuée par l’exercice au niveau rénal. Néanmoins, comme les défenses antioxydantes 
ne sont pas améliorées par l’exercice, nous suggérons que l’effet de ce dernier passe par 
la diminution de la production des ROS et par conséquent, une protection de la fonction 
endothéliale et une meilleure biodisponibilité du NO. 
Par contre, l’effet bénéfique sur l’HTA quand l’exercice est combiné au 
traitement rHuEPO, ne semble pas passer directement par l’amélioration du stress 
oxydant au niveau rénal. En effet, l’activité de la NAD(P)H oxydase reste élevée lorsque 
l’exercice est combiné à la rHuEPO chez le rat IRC. Comme nous l’avions signalé plus 
haut, nous suggérons un effet vasculaire direct (balance entre vasodilatateurs (ex : NO) et 
vasoconstricteurs (ex : ET- 1) en faveur des premiers)  et/ou une diminution de la 
vasoconstriction liée à une diminution de l’expression des récepteurs AT1 de l’Ang II 
(Adams et coll., 2005). 
Dans les perspectives, il serait intéressant d’approfondir les investigations sur les 
différentes voies signalétiques et les mécanismes moléculaires impliquées dans 
l’aggravation de la dysfonction rénale. L’étude du rôle de l’inflammation en dosant les 
marqueurs tels : IL-1, IL-6, IL-10, MCP-1, VCAM et ICAM et les facteurs de 
transcriptions tels que NFκB et AP-1. Sans oublier l’étude du SRAA qui semble être un 
agent non négligeable dans l’apparition et l’aggravation de l’hypertension chez les 
patients IRC (Billet et coll., 2008). D’autre part, transposer la 2ème étude sur l’homme 
donnerait de meilleures indications cliniques. On pourrait étudier les effets d’un 
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programme d’exercice, chez des patients IRC traités à la rHuEPO, sur les différents 
marqueurs de l’IRC, du stress oxydant, de l’inflammation et de la fonction endothéliale.  
En conclusion, l'exercice physique, combiné à un traitement à la rHuEPO, semble 
avoir un effet inverse que celui attendu. Il est capable d'aggraver les risques 
cardiovasculaires surtout en présence d'une dysfonction endothéliale. L'altération de la 
fonction endothéliale apparaît comme un risque qui élimine un agent protecteur majeur 
qu'est le NO. Les effets nocifs semblent passer par l'augmentation des effets 
vasoconstricteurs. De plus, le traitement à la rHuEPO chez le rat IRC détériore encore 
plus la fonction et la structure rénales quand il est combiné à l'exercice (alors que 
l'exercice ou la rHuEPO, quand ils sont utilisés seuls chez le rat IRC, ont des effets 
bénéfiques). L'effet protecteur de l'exercice sur le rein du rat IRC, semble s'exercer via la 
modulation de l'activité de la NAD(P)H oxydase sans pour autant moduler l'activité des 
défenses antioxydantes, elles-mêmes altérées par l'IRC. L'effet protecteur de l’exercice 
semble lié à une augmentation de la production/biodisponibilité du NO au niveau 
vasculaire (aorte). Ainsi, le traitement à la rHuEPO, malgré ses effets bénéfiques et 
indispensables en cas d'anémie, associé un programme d'entraînement, devrait être 
considéré comme un traitement risqué, à la fois dans les domaines sportif et clinique. Il 
est donc primordial d'une part, de sensibiliser de plus en plus les sportifs et ça dès le plus 
jeune âge aux dangers du dopage et d'autre part, de prendre toutes les précautions 
nécessaires chez les patients IRC traités à la rHuEPO et soumis à un programme 
d'exercice physique. Mais il ne faut surtout pas oublier que l'exercice physique reste l'un 
des meilleurs moyens pharm-écologiques de prévention et de traitement des maladies 
chroniques. 
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